InVet. 2020, 22 (1): 41-49
ISSN 1514-6634 (impreso) ARTICULO DE INVESTIGACION
ISSN 1668-3498 (en linea)

Utilizacién de un medio con lecitina de soja para congelar semen
equino

Use of a medium with soy lecithin for freezing equine semen
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RESUMEN

La yema de huevo, empleada de rutina en numerosos protocolos de congelamiento de
semen, presenta como limitantes ser un compuesto de origen animal y un potencial riesgo
de contaminacién. Debe ser procesada al momento de su utilizacién y al poseer grinu-
los de tamano similar a los espermatozoides, interfiere con la evaluacién del semen. El
objetivo de este trabajo fue probar si el medio AndroMed®, a base de lecitina de soja, es
efectivo para congelar semen equino. Los eyaculados se diluyeron con: 1) yema de huevo
y dimetilformamida; 2) yema de huevo, dimetilformamida y glicerol; 3) AndroMed®;
4) AndroMed® suplementado con dimetilformamida. Se evaluaron los pardmetros cine-
mdticos, la viabilidad y el estado acrosomal de los espermatozoides posdescongelado. La
movilidad total y progresiva fueron significativamente mayores (p<0,05) en los medios
de congelamiento con yema de huevo respecto los dos de AndroMed®. De igual manera
los porcentajes de espermatozoides vivos con acrosoma intacto fueron significativamente
mayores (p<0,05) en los medios de congelamiento con yema de huevo respecto los dos
de AndroMed®. Como conclusién, en las condiciones experimentales descriptas, el di-
luyente AndroMed® no evidencié ventajas cuantitativas comparado con otro diluyente
convencional respecto a la capacidad de congelar semen equino con pardmetros minimos
de aceptacién in vitro.
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ABSTRACT

Egg yolk, used routinely in numerous semen freezing protocols, has the limitation of being
a compound of animal origin and thus a potential risk of contamination. It must be proces-
sed at the time of its use and as it has granules similar in size to sperm, it interferes with the
evaluation of semen. The objective of this study was to evaluate if AndroMed®, a medium
based on soybean lecithin, can be used successfully to freeze equine semen. The ejaculates
were diluted with: 1) egg yolk and dimethylformamide; 2) egg yolk, dimethylformamide
and glycerol; 3) AndroMed®; 4) AndroMed® with dimethylformamide. The kinematic
parameters, viability and acrosome status of post-thaw spermatozoa were evaluated. Total
and progressive motility were significantly higher (p<0.05) in media with egg yolk when
compared to AndroMed®. In addition, media with egg yolk showed significantly higher
percentages of live sperm with intact acrosomes than those with AndroMed® (p<0.05).
In conclusion, under the described experimental conditions, the AndroMed® diluent did
not show any quantitative advantages over a conventional diluent with regard to its ability

to freeze equine semen with minimal parameters of iz vitro acceptability.

Key words: (freezing), (egg yolk), (dimethylformamide), (glycerol), (AndroMed®).

INTRODUCCION

Los diluyentes para congelamiento de se-
men equino suelen contener medios base que
aportan sustrato energético, compuestos tam-
pones (buffers), antibiéticos y agentes criopro-
tectores. La eleccién adecuada del diluyente es
crucial para el éxito de la criopreservacién de
semen en cualquier especie. La yema de huevo,
empleada de rutina en numerosos protocolos
de congelamiento de diversas especies, presenta
algunas limitantes en su uso. En primer lugar,
al ser un compuesto de origen animal, repre-
senta un potencial riesgo de contaminacién de
las dosis inseminantes, pudiendo entonces par-
ticipar en la transmisién de enfermedades’. Es
por ello que existen reglamentaciones interna-
cionales que restringen el ingreso de productos
que contengan huevo o derivados del mismo,
viéndose limitadas las posibilidades de comer-
cializacién de semen congelado. Por otro lado,
la yema de huevo es poco prictica para usar,
ya que debe ser procesada al momento de su
utilizacién y ademds porque, al tener en su
composicién granulos de tamafo similar a los
espermatozoides, en muchos casos interfiere
con la observacién microscépica y con ensa-
yos bioquimicos incluidos en la evaluacién del
semen’. Por dltimo, no es un producto estan-
darizado ya que depende de factores como la

dieta y el manejo de las gallinas que produ-
cen los huevos®. La soja contiene lecitina, una
fraccién de fosfolipidos que podria sustituir a
las lipoproteinas de alto peso molecular y los
fosfolipidos de la yema de huevo y prevenir el
dafo de la membrana plasmdtica del esperma-
tozoide que se produce durante el enfriamiento
y la crioconservacién’. Los diluyentes a base de
lecitina de soja se han evaluado para procesar y
congelar el semen bovino, como una alternativa
aceptable a la yema de huevo tradicional y a
los diluyentes a base de leche para la criopreser-
vacién de semen de toro’. Estudios realizados
comprobaron la efectividad del AndroMed®,
un medio libre de proteinas de origen animal a
base de lecitina de soja, para congelar semen de
toros, obteniendo mejores tasas de no-retorno
en la inseminaci6n artificial que con semen di-
luido y congelado en un medio a base de TRIS
y yema de huevo'. Este medio permitié ademds
una adecuada visualizacién de los diferentes
pardmetros espermdticos evaluados, no interfi-
riendo con las tinciones aplicadas a tal fin. Una
modificacién del AndroMed® fue desarrollado
para refrigerar semen equino, el AndroMed-E
(Minitiib, Alemania), y su efectividad fue com-
parado al de otros dos diluyentes de composi-
cién proteica definida: el EquiPro y el EquiPro
TM?®. En ese estudio, el semen fue refrigerado
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a 5 °C durante 4 dias, observando que la mo-
vilidad progresiva, la velocidad y la viabilidad
espermdticas disminuyeron notablemente con
el AndroMed-E. Hasta el momento solo dos
grupos de investigadores*'” han reportado
el uso de lecitina de soja, en reemplazo de la
yema de huevo en dos diluyentes comerciales
para congelar semen equino. No encontraron
diferencias en los pardmetros evaluados in vitro
(movilidad total y progresiva y la integridad de
membrana) del semen equino pos-descongela-
do comparando diluyentes con yema de huevo
o con lecitina de soja, sin embargo los resulta-
dos de fertilidad fueron significativamente me-
nores en ambos trabajos cuando se insemind
con semen criopreservado con lecitina de soja.
El objetivo del presente trabajo fue probar si el
medio de congelamiento AndroMed®, que es
un diluyente comercial para congelar semen bo-
vino a base de lecitina de soja, puede emplearse
y es efectivo para congelar semen equino.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién y evaluacién de rutina
del semen

El presente estudio cuenta con la aproba-
cién del Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de Buenos Aires (Aprobacién N°
2016/3).

El semen se recolecté utilizando una va-
gina artificial modelo Missouri y un stcubo
natural. Los eyaculados se evaluaron macro y
microscépicamente previo al procesamiento.
Se recolect6 semen de 6 padrillos (n=6, r=3), 5
padrillos alojados en la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Buenos Aires y 1 padrillo
de un establecimiento privado. Todos eran pa-
drillos de fertilidad probada, 3 de raza criolla,
1 Cuarto de milla y 2 Silla Argentino, entre 5
y 15 anos de edad, en condiciones de D.S.O.
(Daily Sperm Output) al momento de la co-
lecta de semen. La movilidad espermadtica del
semen fresco se evalud de manera subjetiva por
observacidén directa sobre platina termostatiza-

da (37 °C) y la concentracién espermadtica se
evalué mediante hemocitometria utilizando
una cdmara de Neubauer. Cada eyaculado se
diluy6 volumen: volumen en medio a base de
leche descremada (diluyente de Kenney: 2,4 gr
de leche descremada, 4,9 gr de glucosa, antibi6-
tico 1 gr de ticarcilina, 100 ml agua destilada
estéril), se dividié en 4 alicuotas, se centrifugd
15 minutos a 800 g, se aspird el sobrenadante
y el pellet fue rediluido a una concentracién de
300 millones de espermatozoides/ml con los si-
guientes diluyentes: 1) diluyente base (50 % de
lactosa al 11 %, 25 % EDTA-glucosa, 0,5 %
Equex, 20% de yema de huevo) con 5% de di-
metilformamida (DMF); 2) diluyente base con
2,5% de DMF y 2,5% de glicerol; 3) diluyen-
te comercial para semen bovino: AndroMed®
(Minitiib, Alemania) que contiene fosfolipidos,
TRIS, 4cido citrico, azlcares, antioxidantes,
buffers, glicerol, agua de altisima pureza y an-
tibidticos (Tilosina, Gentamicina, Espectino-
micina, Lincomicina) ; 4) diluyente comercial
para semen bovino AndroMed® (Minitiib,
Alemania) suplementado con 2,5% de DME
El congelamiento se realizé6 de acuerdo a un
protocolo usado para semen equino en 2001%
1011 El semen diluido se equilibré 30 minutos
a temperatura ambiente (22 a 26 °C), luego
se envasé en pajuelas de 0,5 ml. Las pajuelas
fueron colocadas en gobeletes pldsticos y su-
mergidos en una mezcla de etanol-acetona 1:1
dentro de un canastillo de bronce. Brevemente,
el canastillo fue mantenido dentro del termo
de nitrégeno (de 10 litros) a 6 cm por encima
del nivel del nitrégeno liquido, controlando el
descenso de la temperatura con un termémetro
digital desde temperatura ambiente hasta — 15 °C
(descenso de 10-12 °C/minuto). Luego se llevé
el canastillo hasta el nivel del nitrégeno liquido,
hasta alcanzar los — 120 °C (descenso de 25 a
40 °C/minuto), se sacaron las pajuelas de la
mezcla de etanol-acetona y finalmente se su-
mergieron en el nitrégeno liquido, a — 196 °C.

El descongelamiento se realiz6 en bafo tér-
mico a 37 °C durante 1 minuto.

InVet Vol. 22 Ne 1, 2020 43



CALDEVILLA, M.; FERRANTE, A.; NEILD, D.

Evaluacién de los pardmetros cinemd-
ticos

Se evaluaron los pardmetros cinemdticos
utilizando un sistema computarizado (CASA:
Computer Assisted Semen Analysis), el Andro-
Vision® (Minitiib, Alemania). En cada mues-
tra se analizaron los valores cinemdticos de al
menos 1000 espermatozoides totales y se deter-
mind el porcentaje de espermatozoides mdviles
totales y el porcentaje de espermatozoides con
movilidad progresiva. Se analizaron los siguien-
tes pardmetros cinemdticos: velocidad curvili-
nea (VCL: velocidad media de la trayectoria de
la cabeza del espermatozoide; expresada en pm/
seg), velocidad en linea recta (VSL: velocidad
media medida en linea recta entre el primer y
tltimo punto de la trayectoria; expresada en
pm/seg), velocidad de trayectoria media (VAP:
distancia promedio que el espermatozoide ha
atravesado durante el periodo de andlisis; expre-
sada en pm/seg), amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH, amplitud de las osci-
laciones de la cabeza del espermatozoide; expre-
sada en pum), frecuencia de bateo espermdtico
(BCF: frecuencia con que la cabeza atraviesa la
trayectoria del espermatozoide; expresada en
Hertz), indice de oscilacién (WOB, expresado
en %) rectitud (STR, expresada en %; STR=
VSL/VAP x 100) y linealidad (LIN, expresada
en %; LIN= VSL/VCL x 100).

Evaluacién de viabilidad espermdtica
e integridad acrosomal

Se evalué la capacitacién midiendo la ca-
pacidad de los espermatozoides de llevar a cabo
la reaccién acrosomal. Para evaluar el estado
del acrosoma se empleé la tincién con la lec-
tina de la aglutinina del mani marcada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC-PNA)'
junto con el colorante fluorescente loduro de
Propidio (PI) para detectar los espermatozoides
muertos. Brevemente, las muestras de semen se
tifieron con loduro de Propidio y FITC-PNA
incubdndolos durante 10 minutos a 37 °C. Los
patrones de reaccién acrosomal se observaron
con microscopia de epifluorescencia entre por-
ta y cubreobjetos a 1000x. En espermatozoides

que no han realizado la reaccién acrosomal, los
acrosomas permanecen sin tefiir, mientras que
en los espermatozoides reaccionados, la lectina
se une selectivamente a la membrana acrosomal
externa y los acrosomas se tifien de verde emi-
tiendo senal fluorescente. El Ioduro de Propi-
dio es un colorante especifico de ADN que no
puede penetrar si la membrana citoplasmdtica
estd intacta, penetrando solamente en las célu-
las que han perdido la integridad de la mem-
brana, por lo tanto tifie el nicleo de los esper-
matozoides muertos de color rojo.

Analisis estadistico

Para analizar los pardmetros cinemdticos
se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) del
indice de oscilacién y la rectitud, mientras que,
al no demostrar una distribucién normal, se
realizé un andlisis de Friedman para la movili-
dad total y progresiva, velocidad curvilinea, ve-
locidad en linea recta, velocidad de trayectoria
media, frecuencia de bateo espermdtico, ampli-
tud del desplazamiento lateral de la cabeza y la
linealidad.

Dentro de los patrones de FITC-PNA/PI,
fueron analizados mediante un ANOVA el por-
centaje de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto y el porcentaje de espermatozoides
muertos con acrosoma reaccionado, mientras
que el porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma reaccionado y el porcentaje de esper-
matozoides muertos con acrosoma intacto, al
no demostrar una distribucién normal, fueron
analizados utilizando el test de Friedman.

En todos los casos se bloqueé por padrillo.
Los datos se expresan en valores medios + des-
vio estdndar (DS), y se consideré un nivel de
significancia del 5%.

RESULTADOS

Parametros cinematicos del semen
descongelado

En las muestras de semen equino pos-des-
congelado la movilidad total y progresiva fue-
ron significativamente mayores (p<0,05) en los
medios de congelamiento con yema de huevo
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respecto los dos de AndroMed® (Figura 1).

Los parametros cinéticos VCL, VSL, VAP,
ALH, BCEF fueron significativamente mayores
en los dos diluyentes que contenian yema de
huevo con respecto al diluyente AndroMed®
(p<0,05). Sin embargo no se observaron dife-
rencias significativas (p>0,05) en los parime-
tros cinéticos de LIN, STR y WOB entre los
diferentes diluyentes utilizados (Tabla 1).

El uso del diluyente AndroMed® mejord
sensiblemente la visualizacién de los esperma-
tozoides en el AndroVision® (sistema CASA
utilizado en este estudio), como puede obser-
varse en la Figura 2.

Viabilidad espermdtica e integridad
acrosomal

En las muestras de semen pos-desconge-
lado los porcentajes de espermatozoides vivos
con acrosoma intacto y los porcentajes de es-
permatozoides vivos con acrosoma reaccionado
fueron significativamente mayores (p<0,05) en
los medios de congelamiento con yema de hue-

vo respecto a los dos de AndroMed®. Mientras

que los porcentajes de espermatozoides muer-
tos con acrosoma reaccionado fueron significa-
tivamente mayores (p<0,05) en los medios de
congelamiento AndroMed® con respecto a los
de yema de huevo.

No se observaron diferencias significativas
(p>0,05) en el porcentaje de espermatozoides
muertos con acrosoma intacto luego de ser con-
gelados-descongelados en los diferentes medios

ensayados (Tabla 2).

DISCUSION

Los componentes bdsicos de los diluyentes
para criopreservacién de semen equino son los
mismos desde hace 35 anos, y en la mayoria
de los protocolos incluyen yema de huevo, un
crioprotector permeable, un azicar y sustancias
detergentes” >". La yema de huevo y la leche,
compuestos de origen animal, se incluyen de
forma rutinaria en protocolos de crioconserva-
cién para semen de animales domésticos y su
funcién radica en proteger a la célula del shock
por frio®. Se ha reportado que el dafio produ-
cido por el congelamiento-descongelamiento

100 -

% de esparmatozoidas eguinos
=1

10 -

B Movilidad total (32)

® Movilidad progresiva (%)

DMF 5 %4 DMF2,5%

GLIC2, 5%

ANDROMED

ANDROMED
DMF 2,53

Figura 1. Evaluacién de la movilidad total y progresiva de espermatozoides equinos pos-descongelado, uti-
lizando un sistema computarizado de andlisis de semen AndroVision® (Minitiib, Alemania).
“* letras diferentes indican diferencias significativas entre los diluyentes en la movilidad total y progresiva (p<0,05).

InVet Vol. 22 Ne 1, 2020 45



CALDEVILLA, M.; FERRANTE, A.; NEILD, D.

Tabla 1. Evaluacion mediante un sistema computarizado de andlisis de semen (CASA; AndroVision®,
Minitiib, Alemania) de los parametros cinematicos del semen equino pos-descongelado. Los datos son
porcentajes promedio + DS.

VCL | VSL | VAP | BCF | ALH
MEDIOS LIN STR | WOB
[um/s] | [um/s] | [um/s] | [Hz] (um]

0,6 = 0,32 + 0,6 = 0,5+

_ V) a a a a
Yema-DMF 5% |36:+20¢| 11£8° | 169 | 54+5° | 62° o2e | o1¢

Yema-DMF 11+ 15+ | 47+ | 05+ | 031+ | 07+ | 05+
2,5% 3L£2041 4. 1« 3.6¢ 03¢ 0,1¢ 01 | 01¢
-GLIC 2,5% ’ ’ ’ ’ ’
, 03+ 07+ | 0,5+
® b b b b > a > )
ANDROMED" |17+ 17| 877 [ 10£8" | 15+17 | =5 04027 700 | (7]
ANDROMED®- \ \ , Ll 02+ | 08+ | 06+
DMF 250 |14£107| 657 | 877 | 21 02 |05£037) 7 020

@b Jetras diferentes indican diferencias significativas entre medios para cada pardémetro cinemdtico (p<0,05).
DMF: dimetilformamida

GLIC: glicerol

ALH amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (um)
BCEF: frecuencia de bateo espermdtico (Hertz)

LIN: linealidad (%)

STR: rectitud (%)

VCL: velocidad curvilinea (pm/seg)

VSL: velocidad en linea recta (um/seg)

VAP: velocidad de trayectoria media (pm/seg),

WOB: indice de oscilacién (%)

Figura 2. Visualizacién de los espermatozoides equinos pos-descongelados evaluados con el sistema computarizado de
andlisis de semen AndroVision® (Minitiib, Alemania). A: es la imagen del CASA con un diluyente que contiene yema
de huevo, B: es la imagen del CASA con Andromed®.
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Tabla 2. Estado del acrosoma y viabilidad espermdtica, evaluados con la tincién FITC-PNA/PI, en semen equino con-
gelado-descongelado con diferentes diluyentes. Los datos son porcentajes promedio + DS.

MEDIOS PNA-/PI- (%) | PNA+/PI-(%) | PNA-/PI+ (%) | PNA+/PI+ (%)
YEMA 20 %- DMF 5 % 44+£9a 4420 14+5¢ 38+10¢
YEMA 20 %-DMF 2,5 % - s ., , .
GLIC 2,5% 37+8 442 16+7 43+38
ANDROMED® 13£6¢ 2410 11+40 74490
ANDROMED?® - DMF 2,5% 13£6°¢ 1£1° 1244 T4+£80

PNA-/PI-: Espermatozoide vivo con acrosoma intacto.

PNA+/PI-: Espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado.

PNA-/PI+: Espermatozoide muerto con acrosoma intacto.

PNA+/PI+: Espermatozoide muerto con acrosoma reaccionado.
@b Jetras diferentes indican diferencias significativas entre medios para cada patrén de FITC-PNA/PI (p<0,05).

puede ser disminuido por la adicién de las li-
poproteinas presentes en la yema de huevo, que
actuarian protegiendo al espermatozoide del
shock por frio y estabilizando la membrana es-
permdtica®”?*!. Con el objetivo de establecer una
alternativa que reemplace a la yema de huevo se
ha demostrado que el plasma de yema de huevo
esterilizado tiene el potencial de reemplazar la
yema de huevo en el diluyente de congelaciéon
de semen equino ya que los pardmetros de mo-
vilidad no fueron significativamente diferentes
entre los diluyentes, aunque la integridad de la
membrana se conservé mejor en el semen con-
gelado con yema de huevo. Sin embargo se ob-
tuvieron los mismos resultados en los indices de
prenez”. En un trabajo posterior, estos mismos
autores evaluaron la capacidad crioprotectora
del agregado de liposomas, compuestos de los
fosfolipidos de la yema de huevo, al diluyente
para congelar semen equino'®. Si bien encon-
traron que los liposomas fueron efectivos en
proteger a los espermatozoides, los resultados
no mejoraron los obtenidos con yema de hue-
vo y concluyeron que adn se requiere optimizar
la composicién de los liposomas a ser utiliza-
dos para reemplazar eficientemente a la yema
de huevo. En un estudio reciente se demostrd
que el reemplazo de la yema de huevo con un

complejo de Hidroxipropil-beta-ciclodextri-
na (HPBCD) y colesterol en el diluyente para
criopreservar semen mejor6 la movilidad total,
progresiva y la viabilidad del semen equino
pos-descongelado®. Otros autores han sugerido
que se podria utilizar goma ardbiga precalen-
tada como un crioprotector alternativo para
la crioconservacién de semen equino, ya que
mantuvo la movilidad total de los espermato-
zoides en 46-50%, elevé la movilidad progre-
siva en 27% y obtuvo los mismos porcentajes
de prefnez que el control con yema de huevo®.
Por otro lado para congelar semen equino un
grupo de investigadores en Brasil reemplaza-
ron la yema de huevo en el diluyente comer-
cial Botu-Crio® (Botupharma, Brasil) por di-
ferentes concentraciones de lecitina de soja.
vitro, ambos diluyentes mostraron porcentajes
similares de movilidad total, progresiva y de
membranas intactas. Sin embargo, los mejores
resultados de fertilidad luego de la insemina-
cién artificial se obtuvieron con el semen con-
gelado con Botu-Crio®". Por lo tanto, aunque
los resultados de laboratorio (in vitre) fueron
similares, se obtuvieron menores tasas de pre-
fiez utilizando semen congelado con lecitina de
soja. Si contrastamos estos resultados con los
del presente estudio con AndroMed®, los pari-
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metros seminales iz vitro no fueron similares ya
que la movilidad total y progresiva disminuye-
ron significativamente en el presente estudio y
ademds aumentd significativamente el porcen-
taje de espermatozoides muertos con acrosoma
reaccionado cuando se congelé con el diluyen-
te AndroMed® sin yema. Las diferencias entre
este estudio y el trabajo citado anteriormente'
podrian deberse a las distintas concentraciones
de lecitina de soja presentes en el medio de
congelamiento, como asi también diferencias
en los componentes de los diluyentes comer-
ciales AndroMed® y Botu-Crio®. El mismo
grupo de investigacién evalué si se produciria
una asociacién entre los lipidos de la lecitina de
soja con los lipidos de la yema de huevo para
mejorar la proteccién de las membranas de los
espermatozoides de padrillos “malos congela-
dores” agregando lecitina de soja al diluyente
comercial Botu-Crio'®. Sin embargo, si bien
esta modificacién no dio diferencias significati-
vas con el control, no proporcioné un aumento
en los pardmetros cinemdticos ni en la integri-
dad de la membrana espermadtica evaluados en
el semen equino pos-descongelado, y tampoco
increment6 la tasa de prefez pos-inseminacién
artificial’®. En otro estudio'” se evalué si se pro-
ducia un efecto protector sinérgico entre un
2% o un 4% de yema de huevo centrifugada y
1,25% de lecitina de soja, ambos agregados al
diluyente comercial INRA para congelamiento
profundo del semen del caballo miniatura del
Caspio. En este caso evaluaron la movilidad
espermdtica, las anomalias morfoldgicas y la
integridad de membrana, concluyendo que el
uso de una concentracién del 2% de yema cen-
trifugada en combinacién con la lecitina de soja
mejoraba significativamente la congelabilidad
del semen'. Sin embargo, estos dos estudios
difieren del actual en que el diluyente en ambos
casos contenia yema de huevo (ya sea entera o
centrifugada) y esa presencia podria explicar los
mejores resultados obtenidos por esos autores.
Cuando se realiza el congelamiento profun-
do, se busca utilizar una curva de enfriamiento
6ptima que minimice los dafos producidos du-
rante el proceso de criopreservacién de semen.
En ambos trabajos que usaron lecitina de soja

para congelar semen equino'> ", se implemen-

t6 una curva lenta de descenso de temperatura,
una de ellas durando aproximadamente 40 mi-
nutos'. Por el contrario, en el presente estudio
se utilizé una curva rdpida de congelamiento,
que ha sido utilizada con éxito en la especie
equina y que disminuye los tiempos empleados
en el proceso de criopreservacion (no mds de
7-8 minutos). Esta diferencia en procedimiento
quizds haya tenido un impacto en los resultados
obtenidos con el AndroMed en semen equino,
sobre todo si se toma en cuenta que en los pro-
tocolos de congelamiento de semen bovino
para el que fue desarrollado, también es utiliza-
do con una curva lenta de descenso de tempera-
tura. Entonces, quizds el protocolo de curva de
descenso rdpido no sea el adecuado cuando se
emplea diluyentes con lecitina de soja.

CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos,
podemos afirmar que el diluyente AndroMed®
no evidencié ventajas cuantitativas comparado
con otros diluyentes convencionales respecto a
la capacidad de congelar semen equino con pa-
rdmetros minimos de aceptacién in vitro, bajo
las condiciones en las que se ensayd. Sin embar-
go este medio permitié una adecuada visualiza-
cién de los diferentes pardmetros espermdticos
evaluados con el sistema AndroVision®. Serfa
importante seguir ensayando alternativas de
diluyentes sin yema de huevo, siendo que lo-
grar un medio de congelamiento profundo sin
proteinas de origen animal impactarfa positiva-
mente en el comercio internacional de semen
equino, disminuyendo no solo los riesgos sani-
tarios sino también facilitando la elaboracién
de los medios y mejorando la evaluacién in vi-
tro de los pardmetros seminales.
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