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Introduccion
La transferencia embrionaria es un conjunto de técnicas que permiten producir, recuperar y
transferir embriones, esta técnica consiste en extraer un embridn del Gtero de una yegua
(donante) para posteriormente transferirlo en el Gtero de otra yegua (receptora) cumpliendo
con una serie de parametros sanitarios, el éxito de estas técnicas depende de la perfeccion con
que cada una de ellas se realice. La primera transferencia de embriones (T.E) equina exitosa
fue comunicada por Allen y Rowson en 1972, sin embargo, la técnica no fue utilizada como
procedimiento clinico hasta comienzos de la década de los 80’s. (Angel D., A Bran J., 2010).
A pesar de los esfuerzos de profesionales y técnicos que trabajan en el campo equino, el
progreso ha sido lento en comparacion con lo que se ha logrado en las especies bovina, ovina
y porcina, una de las razones principales de que la transferencia de embriones en equinos
haya progresado tan lento es la falta de interés mostrada por la mayoria de las asociaciones
de registro caballar durante los afios 70-90. Por otro lado, razones técnicas como la mala
respuesta del ovario a los tratamientos de superovulacion debido a su estructura y baja
sensibilidad a las gonadotropinas exogenas han complicado la utilizacion y difusion de la

citada técnica de reproduccion asistida (Avila C., 2016).

En cuanto a la reproduccion asistida segun lo reportado por Marimonte A. en 2016, la
eficiencia productiva global en los sistemas comerciales de TE es aproximadamente del 35%,

lo cual es muy bajo para un subsector que en Colombia aporta el 4.35% del PIB agropecuario



y al PIB total con el 0,1%; reflejado en el consumo que el subsector hace a la industria de
alimentos e insumos, industria marroquinera, industria farmaceéutica veterinaria, industria
talabartera y al sector del transporte entre otros; ademas de ser fuente importante de empleo
al generar 159.752 empleos directos en los 39.938 criaderos registrados en el pais y 199.690
empleos indirectos; es decir un total de 359.442 empleos en todo el pais.(Ministerio de
Agricultura, 2014), Colombia no ha adoptado y/o desarrollado tecnologias suficientes que le
permitan ser mas eficientes en la consecucion de ejemplares de calidad. esto puede estar
influenciado por limitaciones técnicas, procedimentales, econémicas y de accesibilidad para
un alto porcentaje de la poblacion dedicada a la produccién equina, causando rezago en los
avances y modificaciones de protocolos propios que brinden eficiencia para las condiciones
ambientales, de disponibilidad de alimento, tendencias productivas, instalaciones, equipos y
potencial genético, segun reportado recientemente por Cristian Stapper presidente de
FEDEEQUINA Una politica integral para el sector equino debe estar sustentada en tres
pilares: el fortalecimiento del sistema de registro de equinos, entendido como prueba
eficiente y suficiente del derecho de propiedad sobre los ejemplares; la eliminacion del IVA
para las transacciones sobre equinos y el material reproductivo y; una agresiva politica de

promocion de nuestros equinos a nivel internacional (Stapper C. 2018).

La siguiente monografia pretende realizar una revision y analisis de las actualizaciones en
las diferentes técnicas para obtencion de embriones, utilizadas en produccién equina a través
del tiempo, para lo cual se va a Compilar y sistematizar las actualizaciones y técnicas mas
representativas para la transferencia de embriones en equinos, comparar metodologias y
resultados de las diferentes técnicas usadas en la transferencia de embriones de equinos, y
analizar el impacto de las técnicas de transferencias de embriones en la productividad de los

sistemas equinos del pais y su oportunidad de aplicacién a nivel regional.



CAPITULO 1

COMPILACION DE LAS ACTUALIZACIONES Y TECNICAS MAS
REPRESENTATIVAS PARA LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES EN

EQUINOS

Se realiz6 una revision de articulos cientificos, documentos, trabajos de grado y revistas para
luego realizar una recopilacion de la informacion disponibles que hayan investigado sobre las
transferencias de embriones en la produccidn equinas existentes en este momento para asi
identificar que técnicas o metodologias son las mas indicada para utilizar en la reproduccién

equina en Colombia y asi poder obtener mejores resultados.

La primera transferencia exitosa de embriones se realizd en 1890 utilizando embriones de
conejo. El primer embrién bovino fue extraido por Hartman, Lewis, Miller y Swett en 1930
en el Carnegie Laboratory of Embryology de Baltimore. En la década de 1950, la técnica de
la transferencia de embriones bovinos dio un gran paso al efectuarse la primera por
Umbaugh, la cual fue seguida por el primer nacimiento de un ternero mediante un esfuerzo
combinado del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos y la Universidad de
Wisconsin. Hasta la década de 1970 el avance fue lento, con muchas ideas que terminaron en
el fracaso. Con el surgimiento de métodos no quirtrgicos mediante los esfuerzos de Elsden,
Hasler, Seidel y otros, el uso comercial de la transferencia de embriones tuvo auge. En el afio
2002, se registraron mas de 25.000 terneros nacidos tras transferencias de embriones en los

Estados Unidos (Colazo M.G y R.J. Mapletoft, 2007).
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La primera transferencia de embriones en (T.E) equina exitosa fue comunicada por Allen y
Rowson en 1972, sin embargo, la técnica no fue utilizada como procedimiento clinico hasta
comienzos de la década de los 80’s. (Angel D., A Bran J., 2010), los primeros reportes y
registros de centros comerciales, comenzaron durante la temporada de 1989, basicamente
sobre yeguas de Polo. En la actualidad se encuentran operando al menos seis centros de TE y
el nimero de donantes ha crecido sostenidamente hasta un total aproximado de 300 yeguas,
con 40 padrillos en programa y mas de 600 receptoras prefiadas por temporada (Losinno L. y
Aguilar J., 2002). Al igual que la trasferencia de embriones en otras especies en su inicio se
vio enfrentada a desafios técnicos, procedimentales y operativos que limitaban su desarrollo

y expansion.

Angel y A Bran J. en el 2010 manifestaron que la transferencia de oocitos (TO) y la
transferencia intraoviductal de gametos (TIG), fueron utilizadas en algunos paises en yeguas
con disfuncion reproductiva; Estas técnicas tienen menor aplicabilidad en nuestro medio. La
produccién de embriones in vitro, junto a la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), o la clonacion por transferencia nuclear, han sido realizadas en la
especie, a nivel de investigacion basica, o comercialmente en algunos paises con altos costos,

y no representan hoy una herramienta para el area clinica de campo en el pais.

1.1 Anatomia del tracto reproductor de la yegua

Vagina Cervix Horn of
uterus

Body of
Bladder ~uterus

e

. Fallopian
' ‘ tube



lustracion 1 Ovario Gelbes L. 2012 mundo pecuario tomado de https://mundo-

pecuario.com/tema238/ovarios_animales/ovarios_yegua-1370.html

El tracto reproductor de la yegua puede considerarse como un érgano tubular con forma de
Y griega (Davies Morel, 2005), los componentes tubulares son los oviductos, el Utero, el
ceérvix, y la vagina (Senger, 2003). Cada componente tubular estd caracterizado por tener
cuatro capas concentricas distintas, las cuales son la serosa, la muscular, la submucosa y la
mucosa.

La serosa, la capa externa, es una capa simple de células escamosas, que cubren la superficie
del tracto reproductivo y se continla con el peritoneo. La capa muscular es una capa doble de
masculo liso, que consiste en una capa externa longitudinal y una capa interna 8 circular (M.
Luciana 2017).

El propdsito de la capa muscular es proveer al tracto reproductivo la habilidad de la
contraccion, lo cual es importante para el transporte de los productos de la secrecién, los
gametos y del embridn a su apropiada localizacion dentro del tracto. También es importante
para la expulsién del feto y sus membranas fetales durante el parto. La submucosa es una
capa de espesor variable, que alberga a los vasos sanguineos, los nervios y los vasos
linfaticos, y actla de soporte para la mucosa. EI lumen esté revestido de una capa de epitelio
secretor, la mucosa, variando el tipo en cada parte del tracto reproductivo y realizando cada

uno una funcidn diferente dependiendo de la region (Senger, 2003).
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1.1.1 Ovarios

llustracién 2 ovario Gelbes I. mundo pecuario tomado de https://mundo-

pecuario.com/tema238/ovarios animales/ovarios yequa-1370.html

Los ovarios de la yegua (1) se encuentran como dos estructuras con forma de frijol (Sisson,
2001; Davies Morel, 2005; Budras et al., 2009). La longitud total del tracto reproductor de la
yegua es de 50-60 cm, incluyendo los ovarios. En el estadio sexual inactivo, es decir, fuera
de la estacion reproductiva, los ovarios de la yegua miden 2-4 cm de largo por 2-3 cm de
ancho y se perciben duros al tacto, debido a que no hay desarrollo folicular. Durante el
estadio sexual activo, los ovarios incrementan su tamafio hasta alcanzar los 6-8 cm de largo y
3-4 cm de ancho; al tacto son méas blandos, debido a la presencia de liquido en los foliculos,
que se estan desarrollando (Davies Morel, 2005). La superficie externa, convexa del ovario
estd unida al mesovario, que le permite modificar considerablemente su posicion (Dyce,
2010), y presenta la zona de entrada de la vascularizacion e inervacion; la parte interna y
concava del ovario no estd unida al mesovario y es donde se localiza la fosa de ovulacién
(Sisson, 2001; Davies Morel, 2005). La ovulacién en la yegua ocurre Unicamente en la fosa
de ovulacién (Sisson, 2001; Senger, 2003; Davies Morel, 2005; Budras et al., 2009; Dyce et

al., 2010). El ovario esta rodeado externamente de un tejido conectivo denominado tunica
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albuginea (Senger, 2003). En profundidad de la tanica albuginea, se encuentra la médula, que
alberga los vasos sanguineos, los nervios y los vasos linfaticos y estd compuesta por tejido
conectivo denso (Senger, 2003; Dyce et al., 2010). La corteza en la yegua es interna (Senger,
2003; Davies Morel, 2005) y alberga los distintos tipos de foliculos ovaricos en diferentes
etapas del desarrollo folicular y de madurez (Senger, 2003). La corteza también contiene los
cuerpos luteos, y los cuerpos albicans, que son los cuerpos luteos que degeneraron (Senger,

2003).

1.1.2 Cérvix

llustracion 3 cérvix. Rivera m. 2012, manual de reproduccién equina, anatomia reproductiva

recuperado de http://manualdereproduccionequina.blogspot.com/p/anatomia.html

El cérvix es un esfinter formado por los pliegues uterinos, que actla como barrera de
proteccién final contra patogenos externos. En diestro, se encuentra firmemente contraido.
Esta cubierto por epitelio que secreta mucus en el momento en que se relaja durante el estro.

Asi sirve de lubricante en el momento del servicio y otro mucus denso que ocluye el lumen
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cervical durante el diestro y la prefiez, momento en que se encuentra contraido (Morel, 2005;

Brinsko et al, 2011).

1.1.3 Vagina
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llustracion 4 vagina. Rivera m. 2012, manual de reproduccién equina, anatomia
reproductiva recuperado de

http://manualdereproduccionequina.blogspot.com/p/anatomia.html

La vagina, que es un érgano tubular de hasta 50 cm de largo. En la entrada a la vagina, en su
limite con el vestibulo, llega a tener una longitud de 10-12 cm, alli se encuentra el pliegue
transverso (anillo himenal) que rodea el orificio uretral externo. Este, en yeguas virgenes se
continda del otro lado de la vagina formando el himen; estructura que suele cubrir toda la
unidn vestibulovaginal y se mantiene aun después de iniciada la actividad sexual, por eso es
considerado como la segunda barrera de entrada de microorganismos. Ambos Organos
tubulares contienen glandulas ventrales que en el estro secretan mucus como lubricante

(Morel, 2005; Brinsko et al, 2011).
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1.1.4 Vulva
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lustracion 5 vulva. Rivera m. 2012, manual de reproduccién equina, anatomia reproductiva

recuperado de http://manualdereproduccionequina.blogspot.com/p/anatomia.html

Su tejido es eléstico y se extiende verticalmente entre 5 a 7 cm del ano (periné) y tiene 12 a
15 cm de largo, su comisura dorsal se encuentra aproximadamente a 5 cm por encima del
isquion (llamado piso de la pelvis). Si esta comisura se encuentra por encima de los 5 cm, la
hembra es propensa a aspirar aire por la vagina (neumovagina), sobre todo cuando el ano esta
retraido y los labios vulvares se inclinan en forma horizontal. En la comisura ventral de la
apertura vulvar, se encuentra la fosa del clitoris y el clitoris, (vestigio del pene). Tiene tres
senos, dos de ellos localizados en dorsal del clitoris, y uno, llamado fosa del clitoris, en
ventral del glande del clitoris. Estos senos deberian ser muestreados para bacteriologia
(cultivo) para documentar infecciones con Taylorella equigenitalis (antiguamente
denominada haemophilus equigenitalis) agente causante de la metritis contagiosa equina y de
Pseudomonas aeruginosa, causante de enfermedad venérea y endometritis. El clitoris 4 se
expone durante el celo, gracias a la capa muscular de las paredes de la vulva (Morel, 2005;

Brinsko et al, 2011).
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1.1.5 Periné

lustracion 6 periné. Rivera m. 2012, manual de reproduccion equina, anatomia
reproductiva recuperado de

http://manualdereproduccionequina.blogspot.com/p/anatomia.html

Su conformacion es de gran importancia reproductiva, ya que una mala conformacién del
periné, puede llevar a que la vulva se incline cambiando su angulo y dificulte su cierre,
permitiendo la entrada ya sea de aire, materia fecal y bacterias. La mala conformacién suele
estar relacionada mayormente con la poca contractibilidad, causada por la edad o lesiones a
nivel del ano como puede ser una fistula provocada por una distocia. Esta barrera deficiente
lleva a que, durante el celo, donde hay una disminucion en el tono del cérvix, se permita la
entrada de patdgenos externos y se generen infecciones endometriales, una de las principales

causas de infertilidad, que conducen a la endometritis (Morel, 2005).
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1.2 ciclo estral de la yegua

CICLO ESTRAL YEGUA

lustracion 7 ciclo estral de la yegua Rivera m. 2012, manual de reproduccion equina, ciclo

estral de la yegua, recuperado de http://manualdereproduccionequina.blogspot.com/p/ciclo-

estral.html

El ciclo estral se ha definido como “el nimero de dias que media entre una ovulacion y otra,
acompafiado por un periodo de estro y de un nivel plasmatico de progesterona menor a 1
ng/ml”. La concentracion de progesterona esta incluida en la definicion, ya que puede ocurrir
que la yegua ovule en diestro con niveles altos de progesterona. Sin embargo, esa ovulacion
no representa el final del ciclo (Le Blanc, 1998). El ciclo estral se ha dividido por
conveniencia en una fase folicular o estro, y una fase luteal o diestro. Cada fase esta
caracterizada por un comportamiento especifico, por cambios endocrinos y genitales que

seran analizados a continuacion (Acevedo F., 2013).
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Estro o fase folicular: El estro es el periodo durante el cual la yegua es sexualmente receptiva
al macho y el tracto genital es preparado para aceptar y transportar espermatozoides también
ocurre la ovulacién. Durante el estro, el foliculo dominante se desarrolla y secreta estrogenos
los que inducen la receptividad sexual; la ovulacion ocurre aproximadamente 24-48 hs. antes

de finalizar la receptividad sexual.

Diestro o fase luteal: El diestro es el periodo durante el cual la yegua no es receptiva al
macho y el tracto genital es preparado para aceptar y nutrir la concepcion. Después de la
ovulacion la estructura folicular desarrolla en un cuerpo luteo (CL) el cual secreta

progesterona; causando que la yegua repela los avances sexuales del macho.

El periodo durante el cual el CL secreta progesterona es llamado periodo luteal o fase diestral
del ciclo. La finalizacion de la fase luteal es marcada por la regresion del CL. (luteolisis) 14-

15 dias después de la ovulacion o principio del estro 1-2 dias mas tarde. (Paredes E. 2016).

1.3 Transferencia de Embriones

Mediante este procedimiento se busca recolectar del Utero un embridn entre seis y ocho dias
postovulacion (a través de lavado uterino) de una yegua donante que fue servida
previamente. El embridn se transfiere (de manera quirdrgica o no quirdrgica) al Gtero de otra

yegua receptora sincronizada previamente con la donadora (Losinno L, Agular J. 2002.).
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Esta técnica es muy utilizada en Colombia y otros paises, con el fin de obtener potros de
yeguas en entrenamiento, ya que las yeguas que son entrenadas o estdn en competencias,
pueden presentar fallas para concebir o deben ser retiradas de competencia cuando estan
gestantes para garantizar su salud y la continuidad de la gestacion; conseguir mas de un potro
de una yegua cada afio; obtener potros de potrancas de dos afios, que aun no tienen capacidad
corporal para mantener la gestacion, pero podrian asi iniciar su vida reproductiva mas
temprano; obtener potros de yeguas subfértiles o de yeguas con problemas de salud de indole
no reproductiva, asi como la utilizacion de la técnica como herramienta en

investigacion.(Aguilar J, Woods GL. 1997.)

1.3.1 Embrién Congelado

Esta técnica se refiere a la criopreservacion del embrion a -196 °C, el primer nacimiento de
un potro fue reportado en 1983, si bien hay algunos resultados promisorios en nuestro pais,
ésta técnica no ha alcanzado el nivel de desarrollo y difusion que tiene, por ejemplo, en
bovinos (Lossino y Aguilar ,2002).

La congelacion convencional (CC) consiste en la exposicion del embrién a concentraciones
crecientes de crioprotectores, deshidratando el embrion mientras se va enfriando a -0,5°C/min
hasta -6°C, cuando se induce el “seeding”, iniciandose la cristalizacion; a continuacion, se
desciende la temperatura hasta -35°C y finalmente, se introduce en nitrégeno liquido a -

196°C para su almacenamiento (Slade NP, et al. 1985).
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1.3.1.1 Factores que influyen en la congelacion de embriones equinos

Calidad, tamafio y edad del embrion

El tamafio y el estadio de desarrollo del embrién recuperado son factores claves en el éxito
de la congelacion de embriones equinos. La calidad del embrion recuperado es también de
suma importancia, ya que sélo son aptos para la congelacion los embriones de grado |
(excelente) o grado Il (bueno), segin la clasificacion de Mckinnon y Squires.
Afortunadamente, la gran mayoria de los embriones recuperados son de buena calidad. Los
mejores resultados se obtienen cuando congelamos morulas o blastocistos tempranos, con un
diametro medio de 200 pum, carentes de blastocele y sin capsula glicoproteica que lo rodea.
Estas caracteristicas tienen mucha importancia en el proceso de congelacion vy
descongelacion, ya que los cambios de volumen del embrién, la cantidad de agua y la
permeabilidad a los crioprotectores varia enormemente a medida que el embrion se va
desarrollando. Cuando congelamos moérulas o blastocistos tempranos, el 80% de los
embriones recuperados son viables tras la descongelacion, obteniéndose unos indices de

prefiez del 50-60%, incluso pudiendo llegar al 86% (Syverson y col. 2009).

Toxicidad de los crioprotectores

Son varios los CPs empleados en la congelacion de embriones equinos, los mas comunes:
dimetilsulfoxido, glicerol, etilenglicol y propilenglicol. Diferentes concentraciones, y
combinaciones de ellos han sido estudiadas y comparadas por numerosos investigadores en
busca de la formula que permita un proceso de congelacion y descongelacién rapida, sencilla
y sobretodo, que no dafie el embrion. La finalidad de los crioprotectores en el proceso de

congelacién es proteger al embrion de la formacion de cristales de hielo por un efecto de
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deshidratacion celular, mientras lo sometemos a un sobreenfriamiento y posterior
congelacién. El dafio producido por los CPs viene dado por los efectos toxicos directos de
éstos sobre las células, asi como por el shock osmotico durante la exposicion inicial y la
posterior eliminacion durante su descongelacion. Los efectos tdxicos directos vienen dados
tanto por la temperatura a la que se realiza el equilibrado del embrién en un medio con CP
puesto que determina el coeficiente de permeabilidad del embrién al CP, asi como el tiempo.
Las caracteristicas Unicas del embrion equino condicionan también la concentraciéon y los
tiempos de equilibrado en el crioprotector, en funcion de la etapa de desarrollo del embrion a
congelar, puesto que a partir de que se desarrolla la capsula glicoproteica la permeabilidad a
los CP varia enormemente, obligando a mayores tiempos de equilibrado que pueden dafiar el
embrion. Parece ser que el CP mas permeable en el equino es el etilenglicol (Pfaff y col.

1993).

Recuperacion del embridn, nimero de ovulaciones y la yegua donante

Eldridge-Panuska y col. (2005) demostraron una tasa de recoleccion embrionaria del 78%
cuando realizaron el lavado uterino 6.5 d después de la visualizacion ecografica de la
ovulacion u 8 dias después de la administracion de HCG; observando que la sincronizacion
de la recoleccion con la administracion de HCG, resultd en la obtencidn de un mayor nimero
de embriones del tamafio adecuado. Se ha observado un retardo en el descenso de los
embriones al utero en el caso de yeguas viejas, cuando se insemina postovulacion, cuando

inseminamos con semen congelado o pronto en la estacion reproductiva (T.A. estaout,2006).

22



1.3.2 Embrién Refrigerado

Este sistema reduce la presion de sincronizacion sobre las receptoras ampliando el margen
de dias para la transferencia. Los resultados obtenidos con embriones refrigerados por 12 a
30 hs. en medio y recipientes especiales son semejantes a los transferidos directamente y en

varios paises es una practica rutinaria. (Lossino y Aguilar ,2002).

1.3.3 Embrion Vitrificado

La vitrificacion es un proceso fisico de criopreservacion donde una solucién liquida es
transformada en un sélido estable, cuando se congela a bajas temperaturas, utilizando altas
concentraciones de crioprotectores. Una de las ventajas de esta técnica es que se puede
realizar en poco tiempo y no necesita equipos costosos. Entre los inconvenientes contamos
con las altas concentraciones de crioprotectores que se emplean, ya que son toxicos para las
células a temperatura fisioldgica, por lo que la manipulacién tanto en la preparacion como en
la descongelacion requiere de mucha atencion y experiencia. En este caso, se emplean
diferentes soluciones de vitrificacion (1. Martin, A.Monge, 2005). En este proceso participan
3 factores: la velocidad de enfriamiento (se consigue que sea mas alta por inmersion en
nitrégeno liquido o en nieve de nitrégeno liquido), la viscosidad del medio (depende de la
concentracion de crioprotector y el punto de transicion vitrea) y el volumen del contenedor
(volimenes mas pequefios permiten una mayor transferencia del calor) (Saragusti & Arav,

2011).
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Proceso de vitrificacion

llustracion 8 saragustin & aray 2011.) Cambio de la estructura del embrion. En la
imagen a se muestra la estructura antes del proceso de vitrificacion. En la b, el embrion es

sometido a sustancias crioprotectoras que lo deshidratan.

Los diferentes procesos de vitrificacion han ido evolucionando desde que se obtuvieron
los primeros resultados con éxito en condiciones de laboratorio (Riha y col., 1991; Vajta &
Kuwayama, 2006). Lo que promovio el desarrollo de forma comercial, partiendo de la simple
idea de dejar caer el embridn, previamente en contacto con un pequefio volumen de solucion,

en el nitrégeno liquido (Visuete G., 2016).

Las diferentes estrategias para conseguir dicho fin consisten en el disefio de diferentes
soportes y herramientas para criopreservar el embrion, entre los que se encuentran:
e Micro-rejillas de cobre, que permiten introducir directamente al embrion en
nitrégeno liquido (Martino y col., 1996; Vajta & Kuwayama, 2006).
e Open Pulled Straw o pajuela de 0.25 ml que, tras ser calentadas, se estiran hasta
conseguir un didmetro interno 0.8 mm y un espesor de la pared 0.075 mm,
permitiendo una disminucién de la concentracion del crioprotector y una mayor
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velocidad de enfriamiento (Vajta y col., 1997; Vajta & Kuwayama, 2006; Risco y
col., 2007).

e Cryoloop, es un bucle de nylon donde se suspende la célula con el medio que lo
contiene y seguidamente en el nitrégeno liquido (Lane y col., 1999; Vajta &
Kuwayama, 2006; Risco y col., 2007).

e Hemipajuelas, son dispositivos sobre los que se deja el embrion en 1 pl de
crioprotector y este se introduce en el interior de una pajuela normal (Vanderzwalmen
y col., 2000; Saragusty & Arav, 2011).

¢ Cryotop, es una fibra extrafina de polipropileno unido a un mango de plastico. Sobre
la punta de la fina tira se pone el embrion con un volumen minimo de crioprotector y
este se introduce directamente en nitrégeno liquido (Kuwayama & Kato, 2000;
Saragusty & Arav, 2011).

e Plastic blade es una lamina de plastico en forma de T que permite dejar los
embriones en el centro de la T y se sumergen directamente en nitrégeno liquido para
luego introducirse en la funda previamente enfriada (Almodin y col., 2010; Saragusty
& Arav, 2011).

e Ultravit son unos microcapilares de cuarzo con un didmetro interno de 0.3mm que
permite depositar el material que se desea vitrificar y se deja caer directamente en
nitrégeno liquido tras lo cual se mete en una funda de plastico protectora, permitiendo

tener al ovocito o embrion en un volumen de 0.2 pl (Sholz, 2012)

1.3.4 Transferencia Intraoviductal de gametos

La TIG consiste en transferir quirdrgicamente un oocito y espermatozoides al oviducto. Es
realizada mediante laparotomia con la yegua en estacion: una vez expuesto el oviducto, se
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cargan el semen y el oocito juntos en una pipeta y son depositados alli. Las ventajas de esta
técnica son la poca cantidad de espermatozoides utilizados y la disminucion en la
presentacion de endometritis post servicio en las receptoras, (situacion que en casos como la
TO puede ser més alta, posiblemente por el uso de tranquilizantes y relajantes musculares
usados en el proceso de aspiracion folicular) En la practica ha funcionado bien, pero solo con

semen fresco. (Coutinho da Silva et al 2004).

La TIG ha sido sugerida como opcion en yeguas con endometritis persistente, fallas
ovulatorias, desgarros cervicales, o en algunos casos de infertilidad idiopatica (Angel D.,

Bran J., 2010)

1.3.5 Inyeccidn Intracitoplasmatica de espermatozoides

La técnica consiste en capturar un espermatozoide con una micropipeta en un microscopio
con micromanipulador e inyectarlo en el citoplasma de un oocito maduro (en metafase 11) (da
Silva C. 2008.)El embrion obtenido mediante ICSI puede ser transferido al oviducto de una
receptora mediante laparotomia o laparoscopia, o cultivado in vitro por siete u ocho dias
hasta blastocisto para transferirlo, via cervical, al Gtero (Carnevale EK, Maclellan LJ. 2006).

El desarrollo hasta blastocisto con fertilizacion in vitro convencional se encuentra en un

porcentaje menor al 10%, pero con ICSI se consigue hasta un 80% de clivaje y luego del
cultivo y la transferencia del embrion se reporta un porcentaje de prefiez del 50% (Hinrichs
K. 2006.) Para realizar ICSI no se precisa de espermatozoides mdviles y con una pajilla

pueden fertilizarse un gran numero de oocitos (Carnevale EK, Maclellan LJ. 2006).

La ICSI proporciona las siguientes ventajas sobre la TO: el semen usado puede ser congelado
o fresco y sus cambios en motilidad no interfieren, se disminuye el riesgo de endometritis

pues la yegua no es inseminada, asimismo, no es necesario someter a la receptora a
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aspiracion folicular. Mediante ICSI es posible tratar cada oocito individualmente, hasta que
alcance estado de blastocisto y pueda ser transferido a una receptora, con la posibilidad que
cada uno de ellos genere un potro, mientras que con la TO son transferidos a receptoras
muchos oocitos posiblemente inviables, que no formaran blastocistos. De otro lado, al
realizar la ICSI se corre el riesgo de lisar el oocito y las tasas de clivaje son menores en
comparacion con la fertilizacion in vivo 24, 28, 37. También, el costo del proceso es muy

alto si se compara con técnicas como TE o TO. (Angel D., Bran J., 2010).

1.3.6 Ventajas y desventajas de la tranferencia de embriones

Quevedo, 2002; enumera como ventajas de la Transferencia de Embriones las siguientes:

e Brinda la capacidad de obtener prefieces de hembras de edad avanzada o senil, pero
de gran valor genético.

e Aumenta la produccidn de las yeguas superiores permitiendo que haya una mayor
influencia genética de la madre.

e Permitir que de una excelente yegua ganadora en las pistas de exposicién y siendo
adicionalmente una yegua donadora, se puede obtener varias crias vivas por afio. Esto
incrementa la seleccién de animales en cuanto a su linea de sangre, preservando la
descendencia de padres campeones a sus hijos. Por otro lado, no se hace necesario la
prefiez de la yegua donadora, ya que esto afecta en cierta forma el desempefio
deportivo del ejemplar debido a su estado de gestacion.

e Larecuperacion embrionaria ha sido también utilizada para evaluar la fertilidad de los
sementales, las diluciones seminales y el semen congelado.

e EIl hecho de habitar en el tropico de la gran ventaja de obtener alrededor de unas 10

crias al afio, por yegua donadora. Esto mismo no sucede con los paises de estaciones
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en los cuales las yeguas se sirven hasta comienzos de la primavera, con lo cual
disminuye el nimero de embriones recuperados.

Desde el punto de vista comercial, el caballista que posea un buen semental y una
yegua donadora de buena raza y ganadora en pistas, podrd vender embriones a muy
buen precio, los cuales son el producto de la biotecnologia desarrollada en su

criadero.

Desventajas

La transferencia de embriones en equinos no ha dado lugar al mismo progreso
genético que en bovinos, debido a la carencia de un método efectivo de
superovulacién. (Mckinnon y Squires; 1993).

Otro de los grandes problemas es la incapacidad de utilizar semen congelado en los
programas de transferencia embrionaria equina, debido a que estadisticamente el
porcentaje es del 50%, lo cual hace que la rata de prefiez sea mucho menor.

(Nishikawa, 1976).
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e Los altos costos que implica desarrollar la parte técnica como tal, es decir, seguir la
yegua por ultrasonido, prefarla, recuperar el embrién, evaluar la calidad del mismo,
realizar la transferencia de la yegua donadora a la receptora y por ultimo confirmar
prefiez de la receptora. (Quevedo, 2002).

e Es muy dificil y hasta restrictivo tener en un mismo establecimiento a la donante, la
receptora y el semental a la vez. Generalmente a la mayoria de los criaderos no les
gusta la idea de mantener las receptoras en sus potreros debido a los costos que

generan. (Quevedo, 2002).

CAPITULO 2

Resultados de las diferentes técnicas usadas en la transferencia de embriones en equinos

El primer reporte de fertilizacion in vitro en equinos se dio en 1989, y la mayoria de las
investigaciones reportan tasas de fertilizacion in vitro de oocitos equinos entre 4 y 33%

(Bezard J. 1992).

Los indices de prefiez segin el autor para embriones frescos, mediante transferencia no

quirdrgica estan en torno al 75-80% (Losinno y col. 2001).

Carnevale en el 2006 realiz6 una comparacion entre los porcentajes de prefiez post
transferencia no quirdrgica entre embriones refrigerados que son luego vitrificados y los

porcentajes de prefiez de embriones Unicamente vitrificados.

En la tabla 1 se puede observar que en los tres (3) estados de desarrollo se obtuvo un mayor

porcentaje de prefiez en los embriones que fueron Unicamente vitrificado, debido a que esta
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técnica evita la formacién de hielo y, por tanto, el dafio al embrién, cuenta con protocolos
optimizados que aportan grandes mejoras a los tratamientos reproductivos, conservando

intacto el potencial de implantacion del embrion.

Tabla 1 Efecto del desarrollo embrionario en los porcentajes de prefiez de embriones

refrigerados y vitrificados luego de la trasferencia embrionaria no quirtrgica (carnevale,

2016).
Estado de | Refrigeradol/vitrificado | Vitrificado Combinado
desarrollo
Morula 517 4/4 9/11
Tardia (71%) (100%) (82%)

8/13 11/16 19/29
Blastocisto (62%) (69%) (66%)
Temprano

13/20 15/20 28/40
Combinado (65%) (75%) (70%)

Segun los autores Castafio, Munera, Goémez, Oquendo, y Moncada en 2008 “el porcentaje de
embriones recuperados sobre el total de lavados realizados fue de (45.63%) ”, menciona que
es mas bajo que el reportado por Ramos en 2007 y ain mas que el reportado por Samper, en
2000, en parte tal vez como consecuencia de la caida en la fertilidad que se observa en las
yeguas criollas colombianas en el segundo semestre del afo. Por el contrario, la tasas de
embriones implantados (51.06%) y la de gestaciones obtenidas sobre el nimero total de

embriones transferidos (48.93%) fueron muy parecidas a las de Ramos y Samper, Las cifras
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presentadas en la tabla No. 2 podrian apoyar la ya mencionada relativa estacionalidad
reproductiva de las yeguas criollas colombianas, que fue reportada en 1996 por Otalvaro
donde dice que el 64% de las yeguas “lavadas” se trabajo en el primero y en el cuarto meses
de observacion, lo cual puede ser indicio de mayor actividad reproductiva en ese momento;
sin embargo, la tasa de gestacion obtenida en cada uno de los cuatro meses fue practicamente
idéntica, aun cuando el numero de embriones fuera dos o tres veces mayor. Todo esto podria
indicar que, a pesar de que la actividad reproductiva aparente fuera mayor en julio y octubre,
la fertilidad real sigue siendo igual en todos los meses. Podemos consideras que no hubo una
diferencia significativa en el estudio en cuanto al porcentaje de implantacion, pero si se
aprecia una diferencia en cuanto al porcentaje de recuperacion de embriones, lo cual puede

estar asociado a variables medioambientales, nutricionales y de manejo.

Tabla 2 Distribucion mensual de los eventos durante el periodo de evaluacién. (Castafio,

Munera, Gdmez, Oquendo, y Moncada en 2008).

Periodo No. De | No (%) de | No. (%) de
yeguas embriones embriones
“lavadas” | recuperados implantados

22 de junio a 21 de julio 38 17 (44.7) 9 (52.9)

27 de julio a 21 de agosto 22 6 (27.3) 3 (50)

25 de agosto a 25 de septiembre | 15 8 (53.3) 4 (50)

27 de septiembre a 23 de octubre | 28 16 (57.1) 8 (50)

Total 103 47 (45.6) 24 (51.1)
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En el 2010 Quevedo D. reporto que, con su investigacion, identifico el dia mas propicio para
realizar la transferencia de embrion (T.E) de la yegua donante a la yegua receptora con el fin
de incrementar el porcentaje de gestaciones obtenidas. Esta investigacion se llevd a cabo en
tres diferentes criaderos ubicados en la sabana de Bogotéa: Potrillos (Cogua), La Ceiba
(Facatativa) y Tikal (Tenjo); se compararon los porcentajes de gestaciones obtenidas, se
realizd una proyeccion de crias al afio y la relacion costo / beneficio entre los diferentes dias
de transferencia de embriones. Para esto se trabajo con 20 yeguas donantes y 53 yeguas
receptoras Con lo anterior se obtuvo que el tratamiento con mayores embriones implantados
fue el T4 con un promedio de gestaciones obtenidas por yegua de 1,4 (P<0,05) y con un
porcentaje de gestaciones de 87,5%. En cuanto a la relacion Costo / Beneficio, el tratamiento
T4, fue el que obtuvo la mejor relacion con un valor de 2,34 y ademas este tratamiento
presenta la mayor utilidad bruta. Esto indica que el dia mas propicio para realizar la T.E. es el
(dia -3) o Tratamiento 4, ya que es en el cual se obtiene un mayor porcentaje de gestaciones y
la relacion costo / beneficio es mayor. N. Martinez, J.Pinzén, J.Porras, J. Pérez, E. Buitrago y
otros (2014) realizan una comparacion de las técnicas de vitrificacion y congelacién lenta; Se
evalud el desarrollo embrionario en el 75 % de los embriones vitrificados (n=4); el 20 % de
los embriones fueron sometidos a congelacion lenta (n=1). No se observaron diferencias
significativas en los grupos respecto al desarrollo embrionario, pero si mayor tendencia de
supervivencia en los embriones vitrificados. Igualmente, uno de estos embriones vitrificados
fue transferido a una receptora, se logro una prefiez viable y el nacimiento de un potro vivo.
Se han reportado tasa de prefiez de 26% para embriones equinos obtenidos por ICSI.

(Maclellan, Stokes, Preis y Carnevale, 2010).
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Por otro lado, en varios estudios mencionan que las bajas tasas de prefiez obtenidas de
embriones producidos con oocitos vitrificados es debida a caracteristicas morfologicas y
funcionales unicas del oocito, como lo son su tamafio, el volumen de agua
intracitoplasmatica, la distribucién de los organelos, la organizacion del citoesqueleto y la

organizacion de la cromatina. (Azari et al., 2016; Spricigo et al., 2014)

Fue demostrado en un estudio que la vitrificacion de oocitos no afecta las tasas de escision de
zigotos (67,0% vs. 73,8% de control), pero si reduce la tasa de Blastocistos (9,6% frente a
23,0%,), ademas en esta investigacion observaron que los niveles de metilacion del ADN en
los oocitos y embriones de escision temprana fue menor para los oocitos vitrificados (Chen et
al., 2016). Se identificd que los oocitos inmaduros son mas sensibles al estrés anisotonico,
con una menor estabilidad de la membrana celular que los oocitos en metafase Il (Leon et al.,
2012; Xueli et al., 2015), aunque parece ser que las células del cumulo protegen al oocito de
los dafios de la criopreservacion, En equinos se observo que los oocitos en metafase Il con
células del camulo conservan mejor la calidad del huso meiético durante la vitrificacion que
los oocitos denudados (38,1% vs 3,1% respectivamente) (Tharasanit, Colleoni, Galli,
Colembrander y Stout, 2009).

Los oocitos inmaduros en la etapa de vesicula germinal (GV) tienen menor permeabilidad y
estabilidad a la membrana que los madurados, lo que los hace menos tolerantes a la

criopreservacion.

Actualmente la criopreservacion de oocitos equinos sigue siendo un desafio debido a su
sensibilidad al estrés oxidativo, probablemente como consecuencia del contenido sustancial
de lipidos en las mitocondrias y el reticulo endoplasmico liso. Ademas, aunque no estan bien
caracterizados, los oocitos equinos tienen aparentemente una pobre permeabilidad a los

crioprotectores (Leon et al., 2012). Asimismo, altas concentraciones de crioprotectores son
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toxicas para las células, sin embargo, el impacto de la toxicidad se ha logrado reducir a través
del uso de bloqueadores de formacion de hielo sintéticos adicionados a las soluciones de
vitrificacion. En un trabajo en equinos se uso el bloqueador supercool X-1000 (21st Century
Medicine Inc.) y se logré obtener mayores tasas de maduracion y mejor integridad de
membrana con los oocitos tratados con el blogueador 30% y 46% que con los no
tratados13% y 31% (Ledn et al., 2012). Los bloqueadores de hielo sintéticos mejoraron la
tasa de supervivencia de los oocitos debido a su capacidad para unirse a la membrana celular

e impedir la formacién de cristales de hielo (Ledn et al., 2012).

Sin embargo, una alternativa para mejorar la supervivencia de oocitos después de la
vitrificacién es la seleccidn de oocitos competentes para la crioconservacion por medio de la
evaluacion morfolégica. El azul brillante de cresilo (BCB) es una técnica de tincion
supravital que se ha utilizado para identificar con éxito los oocitos mas competentes en
bovinos y equinos (Pereira et al., 2014). La técnica BCB estima la actividad de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH), una enzima que se sintetiza en los oocitos en crecimiento,
pero se disminuye su actividad cuando los oocitos han terminado su fase de crecimiento.

(Villamil, Ongaratto, Moreira, Taranco y Bo, 2016).

Los oocitos expuestos al BCB muestran una coloracion azul cuando el citoplasma tiene bajos
niveles de G6DPH, esta tincion es una herramienta que puede mejorar la evaluacion visual de
los oocitos y proporciona una mejor escogencia de los grupos de oocitos competentes para
ser vitrificados (Hajarian et al., 2010). En una investigacion encontraron que los oocitos
vitrificados expuestos al BCB alcanzaron estadio MIlI mas rapido que otros grupos
vitrificados (51,5% - 40,3%). Estos resultados indican que la seleccion de oocitos inmaduros
usando BCB podria mejorarla madurez nuclear después de la vitrificacion. (Hajarian et al.,

2010).
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En varios estudios no se han encontrado diferencias entre las técnicas de congelacion lenta y
vitrificacion para la criopreservacion de embriones equinos menores de 300 pm; con
resultados que varian entre el 50 y 70% de prefiez. (Squires, 2016; Martins et al., 2005; Diaz

et al., 2015; Sanchez et al., 2017).

A medida que el tamafio del embrién aumenta mas alla de las 300 um, la supervivencia del
mismo después de la criopreservacion se hace menos viable obteniendo diferentes resultados
bastante desalentadores para ambas técnicas (Squires, 2016; Diaz et al., 2015; Hendriks,
Roelen, Colenbrander y Stout, 2015), entre las causas que se le adjudican al bajo resultado de
la criopreservacion de embriones equinos mayores a 300 um, se encuentran el mayor tamafio
y volumen del blastocele (Diaz et al., 2015; Squires, 2016; Sanchez et al., 2017), la intensa
actividad mitdtica y por tanto el rdpido aumento celular (Diaz et al., 2015; Squires, 2016;
Sanchez et al., 2017) y la presencia de la capsula de glicoproteina embrionaria. (Diaz et al.,

2015; Squires, 2016; Sanchez et al., 2017).

La capsula embrionaria se desarrolla al dia 6.5 poco después de que el embrién entra en el
utero, coincidiendo con el inicio de la blastulaciéon (Diaz et al., 2015), por tal razén para
obtener embriones sin que se haya formado la capsula deben recuperarse al rededor del dia 6
0 6.5 post ovulacién, estando en fase de morula o blastocisto temprano, lo cual dificulta la
busqueda y disminuye la tasa de recuperacion. (Diaz et al., 2015; Squires, 2016; Sanchez et

al., 2017).

No obstante, las funciones de la capsula no han sido completamente dilucidadas se sabe que
es fundamental para la viabilidad embrionaria (Diaz et al., 2015); pero parece ser que la baja
permeabilidad de dicha capsula es el principal obstaculo para el éxito de la criopreservacion
(Diaz et al., 2015). Por tal motivo la puncion de la capsula se presenta como una alternativa

factible para la crioconservacion de embriones con presencia de la capsula.
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Hendicks et al. (2015) en su investigacion evalu6 la cantidad y tipo de dafios causados por la
congelacién lenta y la vitrificacion en la integridad celular y la actividad mitocondrial
(indicativo de la capacidad metabolica) en embriones equinos menores y mayores de 300um.
Ambas técnicas de criopreservacion mostraron altas tasas de dafio en embriones mayores de
300um, sin diferencias significativas entre ellas (53.3% +/- 27% y 26.3% +/-18.5% para la

vitrificacion y CL respectivamente).

Similarmente Tharasanit et al. (2009) encontraron que 19.9% de células dafiadas después de
la CL para embriones mayores de 300um. Aunque no encontraron Diferencias en la
proporcién de embriones que se desintegraron entre la CL (6/15, 40%) y la vitrificacion
(2114, 14%).

Por otro lado, la exposicion de los embriones mayores de 300pum a crioprotectores de
vitrificacién resulto en tasas méas altas de muerte celular que la exposicion a la
crioprotectores para congelacion lenta (6.8% vs 0.3%).

Hendricks et al. (2015) también encontré que para embriones menores de 300pum, tampoco
hubo diferencias significativas para ambas técnicas (3.3% para la congelacion lenta vs 19.9%
para la vitrificacién); Resultado comparable con lo descritos por Moussa et al. (2005; 42%
congelacion lenta y 46% para la vitrificacion) y Oberstein et al. (2001; 26% congelacion
lenta y 49% Vitrificacion) al igual que Sanchez et al. (2017; 55.7% Vitrificacion 75%
Congelacion Lenta).

Ante este panorama de resultados negativos de crioconservacion de embriones mayores de
300um, se ha venido desarrollando una alternativa que consiste en el colapso de la cavidad
del blastocele antes de la vitrificacion. (Diaz et al., 2015; Squires, 2016; Sanchez et al., 2017)
Choi et al. (2011) lograron tasas de prefiez del 71% para embriones mayores de 300um,
después de puncion del blastocisto y aspiracion del liquido del blastocele. (Diaz et al., 2015;

Sanchez et al., 2017).
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Diaz et al. (2015) Reportaron tasas de prefiez del 83.3% y el nacimiento de potros sanos
después de la transferencia de 6 embriones equinos de dia 8 mayores de 300um, colapsados,
vitrificados y calentados (Sanchez et al., 2017).

Recientemente Ferris, McCue, Trundell, Morrissey y Barfield (2016) informaron sobre un
método para colapsar manualmente embriones mayores de 300um, antes de la vitrificacion.
Confrontaron la técnica estandar con micromanipulador vs la técnica manual utilizando una
aguja calibre 25 para perforar la capsula y retirar el fluido del blastocele; obtuvieron 11 de 15
prefieces mediante el método del micromanipulador y 7 de 15 prefieces para la técnica
Manual. (Squires, 2016).

Sanchez et al. (2017) adquirieron tasas de prefiez del 70% de embriones mayores de 300um,

colapsados y vitrificados en hemipajuelas.

Los resultados que podemos observar en la Tabla 3 evidencian que la técnica de aspiracion
del blastocele se presenta como una alternativa eficiente para la vitrificacion de embriones
equinos mayores de 300pm, resultados alentadores para desarrollar futuras investigaciones y

perfeccionar dicha técnica.

Tabla 3. Produccion de embriones In vivo e In vitro con criopreservacion congelacion lenta

y vitrificacion. (Villamil et. Al 2012).

Sistema de | Sistema de | Embriones # Re- expansion n | Eclosion n(%)
produccién de | criopreservacion (%)
embriones
In vivo Congelacion 100 86 (86) 81 (81)
lenta
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Vitrificacion 110 93 (85) 78 (71)

In vitro Congelacion 222 89 (40) 45 (20)
lenta
Vitrificacion 223 155 (69) 132 (59)

En la tabla 4 podemos evidenciar mayor porcentaje en cuanto a Morfologia y supervivencia
tanto en las 24 horas y 72 horas pos congelacion de los embriones con el método de
congelacién OPS, ya que este método alcanza tasas de enfriamiento de mas de 20.000°C/min,

por lo que disminuye los dafios toxicos y osmaticos en las células (Vajta et al. 1998).

Tabla 4. Comparacién de la morfologia y supervivencia de los embriones segin el método de
conservacion (xueli et al 2010)

Métodos # de Morfologia Supervivencia
criopreservacion | embriones Normal/descongelados | embriones %

%

24 h 72h
Congelacion lenta | 155 75.8+6.1 46.9+3.7 24.7+5.4
OPS 153 87.9+5.2 58.0+6.8 352+6.0
CPS 158 85.4+49 56.3+4.4 349+6.7

Se puede evidenciar en la tabla 4 la comparacion existente de la morfologia y superviviencia
de los embriones segun el método de criopreservacion, congelacion lenta, OPS y CPS, donde
se puede deducir que con la criopreservacion de OPS se obtuvo mayor porcentaje tanto de la

morfologia normal como la supervivencia al momento de descongelacion de los embriones.
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Tabla 5 Comparacion de la morfologia y supervivencia de los embriones segun el método de

conservacion (Xueli et al 2010)

Método

criopreservacion

# de embriones

Morfologia
Normal/descongelados

%

Supervivencia embriones %

24 h 72h
Congelacion 63 87.7+7.1 52.3+2.6 275+5.7
lenta
OPS 68 88.6+7.1 63.4+7.7 38.7+54
CPS 67 86.3+55 63.4 £ 8.6 37.2£3.8

En la Tabla 5 se puede observar un alto porcentaje en Morfologia de los embriones con el

método de congelacion OPS, ya que este método alcanza tasas de enfriamiento de mas de

20.000°C/min, por lo que disminuye los dafios toxicos y osmaticos en las células (Vajta et al.

1998), pero en este caso el porcentaje para supervivencia a las 24 horas pos congelacion en

los métodos de OPS y CPS son similares pero a las 72 horas pos congelacion sigue siendo el

método OPS con el porcentaje mas alto.

Tabla 6 Tasas de desarrollo embrionarios segun el metodo de criopreservacion (Vanhuong et

al., 2017)
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Protocolo Blastocisto | Blastocisto | Tasa de | Tasa de eclosion a las 48h
descongelad | re eclosion a las | blastocisto expandido N/%
oN expandidos | 48h

alas 24 h N | blastocistos

1% descongelados
N/%

Control 51 51 50 (98) 50 (98)
Congelacion 47 42 31 (66) 31 (73)
lenta

Vitrificacion 57 49 46 (90) 46 (93)
equilibramiento

lenta

Vitrificacion 50 48 42 (84) 42 (87)

equilibramiento

lenta

Las tasas de desarrollo embrionario son menores para los embriones in vitro comparado con
los in vivo debido a sus diferencias morfolégicas, metabdlicas y gendémicas. Los embriones
producidos in vitro durante la crioconservacion sufren mayor estrés osmotico gracias al
mayor nimero de lipidos en la membrana celular y a la menor flexibilidad, lo que los hace
menos tolerantes a las bajas temperaturas. Los lipidos son una fuente importante de energia
durante la maduracion de oocitos, la fertilizacion y la escision temprana del embrion. Los
triglicéridos son la principal clase de lipidos sintetizados en los oocitos y los embriones

bovinos. Blastocistos bovinos producidos in vitro tienen citoplasma mas oscuro como
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consecuencia de una mayor acumulacion de lipidos que embriones derivados in vivo; Esto se
asocia con deterioro de la calidad del embrion, y la reduccion de la criotolerancia. (Barceld y
Seidel, 2011)

Es por esto que hay mayores tasas de supervivencia en embriones producidos in vitro cuando
se usa el método de vitrificacion comparado con la congelaciéon lenta (59 % - 20 %
respectivamente; Villamil et al., 2012; 60% - 31%; Tabla 3; Nedambale et al., 2004; 93% -

73%; Tabla 6; Vanhuong et al., 2017; 35% - 24%,; Xueli et al., 2010; Tabla 4).

Edward L. Squires, Patrick M. McCue en el 2016 en su investigacion obtuvieron de 13
hembras transferidas 9 prefieces alcanzando un 69% de éxito con la transferencia de

embriones convencional.

Un estudio donde se observaron las tasas de escision y desarrollo de blastocistos de cigotos
en estadios pronucleares, lo cual los hace similares en estructura a los oocitos, mostro que la
técnica de vitrificacion tiene mejores tasas en comparacion con la congelacion lenta (54%-

22% vs 8,6%- 4.9% respectivamente). (Vanhuong, Walton, Catt y Robinson, 2017)
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CAPITULO 3

Impacto de las técnicas de transferencia de embriones en los sistemas equinos.

La aplicacion y desarrollo de la vitrificacion representa una alternativa competitiva para la
criopreservacion de embriones, afirmacion resefiada por autores como Dobrinsky (2002) y
Papadopoulos et al. (2002), Esta técnica elimina la formacién de cristales de hielo, una de
las causas méas peligrosas de dafio celular post criopreservacion (Vajta y Kuwayama,
2006), a su vez no altera el consumo de glucosa y piruvato por el embrién (Kaidi et al.,
2001). Por tales motivos, se considera una técnica practica y eficiente para la
criopreservacion de embriones y fundamental para el uso de la transferencia de embriones

(Martinez et al., 2002).

Angel y Bran mencionan en su investigacion en el 2010 que, en Colombia, son empleadas
de manera rutinaria técnicas como la inseminacion artificial (1A) (utilizando semen fresco,
refrigerado o criopreservado) y la transferencia de embriones (TE), con el interés de
aumentar el nimero de crias de determinados ejemplares o mejorar el desempefio
reproductivo de estos. La transferencia de oocitos (TO) y la transferencia intraoviductal de
gametos (TIG), son utilizadas en algunos paises en yeguas con disfuncion reproductiva;
Estas técnicas tienen menor aplicabilidad en nuestro medio. La produccion de embriones in
vitro, junto a la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), o la clonacién
por transferencia nuclear, han sido realizadas en la especie, a nivel de investigacion basica,
0 comercialmente en algunos paises con altos costos, y no representan hoy una herramienta
para el area clinica de campo en el pais, pero son de gran interés para el conocimiento de la

fisiologia, de disfunciones reproductivas y del desarrollo en la especie.

La ICSI proporciona las siguientes ventajas sobre la TO: el semen usado puede ser

congelado o fresco y sus cambios en motilidad no interfieren, se disminuye el riesgo de



endometritis pues la yegua no es inseminada, asimismo, no es necesario someter a la
receptora a aspiracion folicular. Mediante ICSI es posible tratar cada oocito
individualmente, hasta que alcance estado de blastocisto y pueda ser transferido a una
receptora, con la posibilidad que cada uno de ellos genere un potro, mientras que con la TO
son transferidos a receptoras muchos oocitos posiblemente inviables, que no formaran
blastocistos. De otro lado, al realizar la ICSI se corre el riesgo de lisar el oocito y las tasas
de clivaje son menores en comparacion con la fertilizacion in vivo. También, el costo del

proceso es muy alto si se compara con técnicas como TE o TO (Tabla 7).

Tabla 7 Complejidad, costo y tasa de éxito de las TRA en la préctica equina (Angel

D., Bran
PROCEDIMIENTO¢ | COMPLEJIDAD COSTO TASA DE EXITO
(%)
T.E. + X* 33-38P
T.0. ++ 1.25-15X 23-27°
I.C.S. +++ 15-2.0X 13-18¢

oTE — Transferencia embrionaria, TO — transferencia de oocitos,

ICSI — inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide.

bTasa de éxito basada en tasa de coleccion y tasa de prefiez

¢ Tasa de éxito basada en tasa de blastocisto y tasa de prefiez

X* Es una convencidn que intenta mostrar que, si la TE tiene un valor
comercial X, a la TO le correspondera un valor de 1,25 a 1,5 veces este valor

X. Es el mismo raciocinio para comparar estas dos técnicas con la ICSI




J.,2010).

En la tabla 7 se observa que en la T.E. es menos complejo y su tasa de éxito es mayo en
comparacion con la ICSI.

Martinez N., Pinzdn J. et.al, en el 2014 en su investigacion realizaron un procedimiento de
crio preservacion de embriones equinos, a fin de conseguir una prefiez viable. Se colectaron
embriones equinos al dia 6-6,5 (< 300 um; n = 24) y se sometieron a dos técnicas de crio
preservacion: grupo 1 (n = 12), vitrificados exponiéndolos a una solucion VS1 (Gli [1,4 M])
5 min, VS2 (Gli [1,4 M] + EG [3,6 M]) y VS3 (Gli [3,4 M] + EG [4,6 M] 1 min,
empacandolos y congelandolos en nitrégeno liquido grupo 2 (n = 12), congelacion lenta:
expuestos a una solucion de congelacion (1,8 M de EG + 0,1 M sucrosa) por 10 min,
empacados en pajillas de 0,25 ml, llevados al congelador de embriones, exponiéndolos a una
curva de congelacion y sumergidos en nitrégeno liquido. Posterior a la descongelacion, a los
24 embriones se les removid el crio protector mediante un paso; fueron sumergidos en medio
de cultivo DMEM/F12 + 10 % de suero fetal bovino (SFB) e incubados bajo atmosfera
controlada (5 % CO2, 5 % N2, 90 % O2) por 48 h. Se evaluo el desarrollo embrionario en el
75 % de los embriones vitrificados (n = 4); el 20 % de los embriones fueron sometidos a
congelacion lenta (n = 1). Donde observaron mayor tendencia de supervivencia en los
embriones vitrificados, ya que presentaron un desarrollo adecuado luego de 48 h de cultivo in
vitro; esto llevo a obtener el primer reporte de la prefiez y el posterior nacimiento del potro
por medio de este método. Esta técnica es de mayor valor practico, debido a que no se

requieren equipos costosos para su realizacion.

Se realiz6 un total de 37 colectas de las cuales se recuperaron 24 embriones, lo que llevo a
obtener una tasa de recuperacion del 64.8 % (tabla 8), del total de 24 embriones 4 fuerén

clasificados como morula y 20 como blastocisto temprano. Los embriones se dividierén
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aleatoriamente en 2 grupos. Grupos vitrificacion (GV) (n=12) y grupo congelacion lenta

(CL) (n= 12).

Tabla 8 Estado de desarrollo y calificacion de los embriones precriopreservado (Martinez N.,

Pinzon. et al., 2014).

Estado de | No de | Calificacion Vitrificacion Congelacion
desarrollo embriones morfologica

Morulas 4124 Excelente 2 2
Blastocistos 20/24 Excelente 10 10

Total 12 12

En la tabla 8 se puede deducir que para obtener un mejor resultado se debe trabajar con un
desarrollo del embrion en Blastocisto.

En el momento de la descongelacion o el calentamiento de los embriones, se evaluo la
morfologia y calificacion de cada uno, en las dos técnicas se observo la ruptura de la zona
pelucida (ZP) de algunos embriones y se presenté disminucion de la calidad del embrién
determinado por un aumento de las células extruidas y por la presencia de areas oscuras en el

citoplasma (picnosis) que se consideraron indicativos de dafio celular.

TABLA 9 clasificacion de los embriones porcriopreservados (vitrificacion y congelacion

lenta) después de su calentamiento ( Martinez N., Et. Al., 2014).
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Calidad Vitrificados Ruptura Congelados Ruptura Zp
1 0 0

2 4 2 3 1

3 0 2

Total 4 5

El total de los embriones obtenidos en el estudio fue de 24, de los cuales solo se pudo medir
la viabilidad de 9 de ellos, 4 de la técnica de vitrificacion y 5 de la técnica de congelacion
lenta, por medio de cultivo in vitro, debido a las perdidas presentadas al momento de la mani
pulacion y la exposicion al medio ambiente, la ruptura de la ZP de las dos técnicas utilizadas

no fuerdn significativas.

Tabla 10 resultados de desarrollo in vitro de embriones equinos criopreservados por dos

metodos. (Martinez n., Pinzon j. et al., 2014).

Vitrificacion Congelados
ID Desarrollo a | Clasificacion | ID Desarrollo a | Calidad
embriones blastocisto morfolégica | embriones | blastocisto
Expandido expandido
1 + 1 1 + 2
2 - 3 2 - 2
3 + 1 3 - 2
4 + 2 4 - 2
5 - 2
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Se evaluaron 9 embriones, 5 congelados y 4 vitrificados, de los cuales los congelados se
cultivaron en DMEM/f12 + 10% SFB a una temperatura de 38.5 °C en una atm controlada,
para evaluar el desarrollo embrionario, en el que se evidencio el desarrollo a blastocisto
expandido después de 48 h de cultivo, para los vitrificados se evidencio el desarrollo en el
75% (3/4), mientras que para los congelados se observo el desarrollo en el 20% (1/5); en este
grupo se estallaron 4 pajillas (90%) al sacarlas del termo de congelacion lo que provoco un

mayor tiempo de exposicién al medio de congelacion.

Guillermo Vizuete en el 2016 en su estudio compard diferentes protocolos de
criopreservacion de embriones equinos. Para ello, se utilizaron 14 embriones de yeguas H-a y
12 embriones de burra (de raza Andaluz y Zamorano-leones) que fueron distribuidos en 3
grupos. En los embriones de caballo se compararon 3 métodos: grupo 1 (n=5), congelacién
convencional en etilenglicol 1.5M y pajuela de 0.25 ml; grupo 2 (n=5), vitrificacion en
glicerol y etilenglicol en Fibreplug y superficie "superfria” (CMV, CryolLogic); y grupo 3
(n=4), vitrificacion en glicerol y etilenglicol en pajuela de 0.25 ml. En el caso de la burra, se
compararon 3 grupos de embriones criopreservados de la siguiente manera:grupo 1 (n=4),
congelacién convencional en etilenglicol 1.5M y pajuela de 0.25 ml; grupo 2 (n=4),
vitrificacion en glicerol y etilenglicol, envasados en Fibreplug y CMV; y grupo 3 (n=4),
vitrificacién en etilenglicol, utilizando Fibreplug y CMV. Para evaluar el dafio sufrido tras
los diferentes protocolos de criopreservacion utilizados, los embriones fueron tefiidos con
DAPI, TUNEL vy faloidina mediante microscopia confocal. Se aprecié una pérdida de calidad
morfoldgica entre los diferentes grupos tras el proceso de criopreservacion. Los porcentajes
de muerte celular y apoptosis fueron mayores en los embriones de caballo vitrificados que en
los congelados. Sin embargo, los embriones de asno vitrificados mostraron un indice mas

47



bajo de muerte celular y apoptosis. En cuanto al citoesqueleto, no se observaron diferencias
entre los grupos evaluados y todos los embriones mostraron un grado | o Il de citoesqueleto.
La vitrificacion empleando Fibreplug y superficie solida alcanzdé mayores tasas de viabilidad
celular en los embriones de caballo. Los embriones equinos fueron mas susceptibles a la
vitrificacion que a la congelacion convencional. En burro, la congelacion embrionaria indujo
un mayor dafio celular que la vitrificacién, aunque las diferencias no fueron significativas.
Los resultados in vitro obtenidos sugieren que la vitrificacion es el mejor método para
criopreservar embriones de burro, aungue es necesario continuar los estudios para corroborar

estos hallazgos.

Braga R., Crusco S. 2017, los resultados de su estudio apuntaron a aspectos relevantes con
respecto a la sincronizacion del estro, la inseminacion artificial in vivo o in vitro y la técnica
quirargica de la transferencia de embriones (inyeccion intrauterina) por ecografia. En
conclusion, la inyeccidn intrauterina es un método alternativo de transferencia de embriones
con tasas de prefiez similares a los métodos comunes y puede ser una opcién valiosa para las
yeguas con historico de dificultad de transposicion del cuello del Utero durante el

procedimiento de la transferencia de embrion.

Un estudio reciente realizado por Cuervo-Arango y col. en el programa comercial de la
Universidad de Utrecht (2018), comparo las tasas de prefiez obtenidas mediante transferencia
convencional y transferencia con pinza de Wilsher con diferentes operadores y con
diferencias de experiencia en transferencias entre ellos, observandose en promedio una tasa
de prefiez significativamente mayor con esta Gltima (92,3% vs 70,9%). Ademas, observaron

que la influencia del grado de experiencia préactica del operador que realiza la TE, sobre la

tasa de prefiez parece reducirse significativamente con la técnica de Wilsher en comparacion
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con la no quirurgica tradicional. Dos especialistas con gran experiencia previa en TE con el
método convencional obtuvieron tasas de prefiez de 78.8% y 79.7% respectivamente versus
tres especialistas con poca o ninguna experiencia con el método de Wilsher que obtuvieron

93.4%, 91.2% y 90.9% de prefiez respectivamente (Cuervo Arango et al., 2018).

En tal sentido, todos los estudios de criobiologia tanto en embriones de animales de
laboratorio como de animales de granja realizados fuera de nuestras fronteras, avalan la
aplicabilidad potencial, a nivel nacional, de la técnica novedosa de vitrificacion, logrando un
aporte para la incorporacion en nuestro pais de biotecnologias avanzadas aplicadas a la
reproduccion y proporcionando una via opcional de preservacion de embriones con
porcentajes optimos de viabilidad, siendo ademas una técnica sencilla, de facil ejecucién y

costo-eficiente
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CONCLUSIONES

La utilizacién de la biotecnologia reproductiva es una realidad en cualquier
sistema de produccion de equino de mediana a alta complejidad, comenzando por
la utilizacion masiva de la IA, la ultrasonografia reproductiva hasta la TE. Las
Biotecnologias Reproductivas de mayor complejidad como ICSI y TIG, son de
muy alto costo operativo, por ello actualmente son dirigidas a una élite de
individuos de alto valor genético, econémico o afectivo y ofrecen hoy
herramientas para solucionar problemas de infertilidad puntuales e individuales o
sirven para generar conocimiento en investigacion basica; sus resultados mejoran
con el incremento de experimentos controlados trasladables a sistemas reales. De
otro lado, la TE, la criopreservacion y algunas variaciones en la IA son técnicas
bastante interesantes para el desarrollo productivo en la industria equina, en
nuestro medio, siempre y cuando su utilizacion responda a criterios serios,
cientificos y de responsabilidad ética profesional.

Tanto la congelacién convencional como la vitrificacion, muestran indices de
prefiez cada vez mds elevados para embriones de pequefio tamafio, (200 pm)
aunque a dia de hoy, ninguna de las técnicas rinde resultados aceptables para la
congelacion de embriones de mayor tamafio (>200 um).

La eficacia reproductiva en la especie equina ha obtenido durante los Gltimos afios
un gran beneficio por la aplicacion de biotecnologias reproductivas como las

diferentes técnicas utilizadas de transferencia de embriones que han alcanzado
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gran impacto en los sistemas productivos. Un buen ejemplo de esto son las yeguas
ganadoras en las pistas de exposicion y animales deportistas, donde después de
terminar la temporada de competencia pasan como donadoras a centros de
transferencia embriones. De esta manera se han podido obtener multiples
descendientes de estas yeguas sin interrumpir su carrera deportiva o de
exposicion, también por medio de este tipo de biotecnologia se puede brindar la
capacidad de obtener prefieces de hembras de edad avanzada o senil, pero de gran
valor genético.

Es importante tener presente que estas técnicas, son herramientas que deben ser
integradas de manera adecuada a otras areas de la produccion equina, y que los
profesionales deben ponerlas al servicio del conocimiento, para que ellas no
constituyan un fin por si mismas. La utilizacion de una TRA esta sujeta a una
decision profesional, que debe ser basada en conceptos cientificos amplios, pues a
veces los fracasos en las técnicas pueden deberse al desconocimiento de otros
factores importantes para la reproduccion como la nutricion, seleccion genética o
el manejo administrativo y sanitario de una unidad productiva.

En Colombia el uso de la técnica de transferencia embrionaria en equinos ha sido
lenta debido a falta de capacitacion de los profesionales del area, falta de interés
del sector equino, los altos costos y su baja efectividad.

Son muchos los factores que afectan el éxito de un programa de congelacion de
embriones, entre ellos los de mayor importancia es la calidad y el estadio de
desarrollo del embrién recuperado. Un mayor conocimiento en la sincronizacion
de la donante y una mejora en los tratamientos de superovulacion permitiran un

mayor rendimiento de los métodos actuales.
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Recomendaciones

Es de vital importancia la capacitacion y actualizacion constante de los
profesionales y técnicos, asi como fortalecer la sinergia entre la investigacion y la
aplicacion en campo de la técnica evaluando y mejorando constantemente la

misma para obtener mejores resultados.

Es necesario fomentar la investigacion en técnicas de transferencia de embriones
en equinos, evaluando y ajustando constantemente la técnica para mejorar la
efectividad, la calidad del producto, disminuir los costos y aumentar el uso de la

misma fortaleciendo el progreso genético de la caballada colombiana.

El uso de las biotecnologias reproductivas permite el avance en el mejoramiento
genético, aumentar el numero de crias por afio de ejemplares de alta calidad,
obtener crias de animales sin interrumpir su desempefio en actividades de

competencia.
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