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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo presentar el reporte de un primer caso de una transferencia embriona-
ria doble en Tucuman Argentina. Los animales utilizados fueron una yegua laureada de la raza Peruano y
tres hembras receptoras de no mas de 10 afios. Las yeguas donante y receptoras fueron sincronizadas por
aplicacion de PGF,a.

Para determinar el momento de la ovulacion de donante y receptoras se utilizé inspeccion ecografica,
lo cual sirvié también para determinar la oportunidad de la inseminacion artificial de la donante. Cuando
la donante present6 un foliculo de 45 mm se la insemind y a los 7 dias de la ovulacion se realizo el lavado
uterino utilizando una sonda doble via tipo Foley de alto flujo, recogiéndose dos embriones al estado de
blastocisto expandido, los cuales fueron inmediatamente trasnferidos a dos de las yeguas receptoras uti-
lizando una canula de trasnferencia con descarga lateral. A los 20 dias de la transferencia se realiz6 una
ecografia a las receptoras constatando una prefiez positiva.
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SUMMARY

This study aimed to present the first case report of a double embryo transfer in Tucuman, Argentina.
The donor mare was a awarded Peruvian Paso female equine and three 10 year old recipient mares, also
Peruvian Paso. The donor and recipient mares were synchronized by administration of a luteolitic dose of
PGF2 a. To determine the time of ovulation of donor and recipient was used ultrasound inspection. This
examination was also used to determine the timing to perform artificial insemination of the donor. When
the donor had a 45 mm follicle was inseminated and 7 days post ovulation, uterine lavage was performed
using a Foley catheter two-way high flow rate, collecting two embryos at expanded blastocyst stage,
which were immediately transferred to the two recipient mares using a transfer gun with side discharge.
At 20 days after the transference a positive pregnancy was confirmed by ultrasound.
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INTRODUCCION

La transferencia embrionaria (TE) es una de las técnicas de reproduccion asistida mas ampliamente
utilizada en la yegua, cuyo mayor interés esta centrado en obtener un mayor nimero de potrillos a partir de
yeguas de alto valor genético y comercial, durante una temporada reproductiva sin afectar su desempefio
deportivo. Asi en un afo, es posible obtener tantos 0 méas potrillos de los que hubiera podido obtener natu-
ralmente durante toda su vida atil. La TE implica la participacion de una yegua donante y de tres recepto-
ras o nodrizas como minimo, las que deben someterse a un examen clinico y reproductivo minucioso, con
el objeto de descartar enfermedades reproductivas e infecciosas, como también la presencia de patologias
uterinas en las hembras receptoras, que impedirian llevar una prefiez a término.

Para el éxito de la TE, se requiere que tanto la donante como las receptoras se hallen dentro de un
determinado rango de dias de su ciclo estral (sincronizadas), ya que la hembra que reciba el embrién debe
encontrarse idealmente en el mismo dia de ciclo que la donante, aunque se tolera un adelanto de un dia
0 bien que esté retrasada hasta tres dias respecto de la ovulacion de la yegua donante. De esta forma, el
embrion obtenido sera colocado en un ambiente uterino fisiologicamente similar al que existia en el mo-
mento de su recuperacion.
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En la yegua, el embrién es removido con preferencia entre los dias 7 u 8 posteriores a la ovulacion
de la donante en forma no quirtirgica, insertando una sonda tipo Foley de alto flujo en la cavidad uterina,
a través de la cual se introduce un litro de un medio isotonico enriquecido, el cual es luego drenado por
la misma via, quedando el embridn retenido en un filtro especial. Con la ayuda de un microscopio este-
reoscopico de bajo aumento, se determina la presencia del embrion y se procede a un lavado reiterado del
mismo con un medio protector especial, para luego ser acondicionado en una canula de transferencia que
se inserta transvaginalmente en el Utero de la hembra nodriza donde se lo deposita.

El objetivo de este informe, fue reportar el primer de caso de TE doble en una yegua de raza peruano
de paso, a partir de una doble ovulacion, realizada en la ciudad de Tucuman.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron como donante y receptoras, yeguas de la raza peruano de paso de 10 afios de edad pro-
medio. A comienzos del mes de octubre del afio 2008 se les realizdé un examen de aptitud reproductiva,
determinandose por palpacion rectal y mediante ecografia, la normalidad anatémica y funcional de su
aparato reproductivo. La yegua donante (Malebart Esperanza) habia sido ese afio laureada en el Concurso
Nacional de Caballos Peruanos de paso realizado en la provincia de Salta.

Como protocolo de sincronizacion se utilizé el analogo sintético de la PGF,a., cloprostenol sddico
(Ciclase Lab. Syntex), aplicandose al lote de yeguas 3 ml via intramuscular el dia de inicio del tratamien-
to, repitiéndose una segunda dosis a los 14 dias. Durante el estro inducido, se les realizd un seguimiento
ecografico diario para controlar el adecuado y sincronico desarrollo folicular entre ellas. Horas previas
a la ovulacion, determinado ecograficamente, se programo la inseminacion artificial de la donante. La
ecografia mostrd la presencia de dos foliculos con desarrollo sincrénico en la donante y cuando los estos
alcanzaron los 35 milimetros de diametro aproximadamente, se aplicaron 1500 Ul de hCG (Ovusyn, Lab.
Syntex) via endovenosa para lograr la ovulacion simultdnea de ambos.

Al octavo dia de la ovulacion de la donante se realizé el lavado uterino, utilizando una sonda tipo
Foley de alto flujo, con balén de 100 ml y de 1500 mm de longitud (Minitub), acoplada a una tubuladu-
ra tipo Y provista de un filtro para embriones (Miniflush, Minitub). Para realizar el lavaje, se perfundio
primeramente 1.000 ml de una solucion de Ringer Lactato con el agregado de 1% de suero fetal bovino,
y luego de su drenaje se repitio la operacion con otros 1000 ml de la misma solucién. Por via transrectal
se trato que el fluido perfundido fuera distribuido en forma uniforme, mediante un masaje realizado sobre
toda la longitud del Utero. Luego se procedio a drenar el Utero por gravedad, determinandose la cantidad
de solucion recuperada con ayuda de probetas graduadas de 1 litro, con recuperacion del 95% del liquido
perfundido.

Luego de la recuperacion del medio, el contenido del filtro se examino con la ayuda de un microscopio
estereoscopico de bajo aumento con un objetivo de 15X, para localizar los embriones, procediéndose a
su lavado para eliminar la contaminacién grosera que pudiera existir, mediante cuatro sucesivos pasajes
del embrion a placas de Petri de 35x10 mm conteniendo medio esteril para el lavado y mantencion de
embriones (Equi PRO Holding, Lab. Minitub).

Finalmente, cada uno de los embriones fue evaluado a una mayor magnificacion (40 x) determinan-
dose que se trataba de dos embriones de muy buena calidad, los cuales fueron mantenidos en el medio de
cultivo a temperatura ambiente hasta ser transferidos, dentro de las dos horas de haber sido recuperados.
Los embriones fueron acondicionados individualmente en minipajuelas de 0,5 ml de capacidad, siguiendo
el procedimiento descripto en la bibliografia. La transferencia se realiz6 en forma no quirdgica utilizando
una vaina de TE para equinos, provista de punta metalica de descarga lateral (Minitub), insertada transva-
ginalmente cubierta con un protector sanitario.

La transferencia del embridn a cada una de las hembras receptoras, las cuales ovularon un dia después
que la donante, se realiz6 cuidando la asepsia protegiendo el brazo del operador con un guante largo para
tacto, cubierto a su vez por un guante para cirugia y lubricados con gel, todos previamente esterilizados.
El orificio cervical externo fue localizado y suavemente dilatado con el dedo indice. El extremo anterior
de la vaina de transferencia se introdujo suavemente dentro del cerviz donde el protector sanitario fue atra-
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vesado por la misma. Luego el operador saco su mano de la vaginay la introdujo en el recto, manteniendo
el pistolete de transferencia con la mano diestra. Uno de los cuernos uterinos fue manipulado a través de
la pared rectal para posicionar el dispositivo de transferencia dentro del mismo. Cuando se estimé que la
posicion del extremo del catéter era la adecuada, se expulso suavemente el medio conteniendo al embrién
dentro de la pajuela.

Como paso final y para controlar la liberacion de prostaglandina, como consecuencia de la manipula-
cién del cervix, lo cual pudiera generar una lisis del cuerpo luteo comprometiendo la sobrevida de las ve-
siculas embrionarias, cada una de las receptoras fue inyectada por via EV una dosis de 8 ml de Banamine
(Flunixin meglumina), que actda como un antiprostaglandinico.

RESULTADOS

La yegua donante luego de la sincronizacion con doble dosis de PGF,a, comenzo a manifestar celo
al tercer dia, mientras que las receptores lo hicieron al cuarto dia. El seguimiento ecografico permitio de-
terminar que la donante presentaba dos foliculos con un desarrollo sincrénico, por lo que al quinto dia se
le aplicd una hormona inductora de la ovulacion (Ovusyn), la cual se registro a las 48 h de la aplicacion.
Todas las receptoras entraron en celo al cuarto dia de la Gltima dosis de PGF,a,, y dos de ellas ovularon al
octavo dia, mientras que la tercera lo hizo sobre el noveno dia.

Figura N21 Panel Izquierdo: Ecografia del ovario derecho de la yegua donante donde se observa un foliculo
en desarrollo proximo a ovular. Panel Derecho: Ecografia del ovario izquierdo de la misma yegua donde
también se observa otro foliculo en desarrollo préximo a ovular.

Durante el lavado uterino realizado al octavo dia de la ovulacién de la donante, se pudo recuperar los
dos embriones esperados con un tamafio y calidad acorde a su edad. Luego de acondicionarlos individual-
mente en fueron transferidos sin problemas a las receptoras que ovularon el octavo dia.

Figura N2 2: Panel lzquierdo: Ecografia uterina de la nodriza N2 1 mostrando un embrion con un
desarrollo de 45 dias. Panel Derecho: Ecografia uterina de la nodriza N2 2 mostrando también
un embrion con un desarrollo de 45 dias.
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Alos 17, 35 y 60 dias de la ovulacion se realizaron controles ecograficos de las hembras receptoras,
los cuales se confirmaron la presencia de vesiculas embrionarias con desarrollo normal en ambas yeguas.
Finalmente las madres sustitutas luego de una gestacion normal, parieron al afio siguiente potrillos vivos
en forma natural y sin ningun tipo de complicaciones.

DISCUSION

El protocolo seguido para la sincronizacion, resultd ser sencillo y efectivo, ya que se logr6 una ovula-
cioén casi simultanea de las yeguas bajo tratamiento, dentro de un rango que permitio una posterior gesta-
cion exitosa de los embriones transferidos. El logro de este rango de sincronizacion en la ovulacion, fue de
vital importancia, ya que el mismo se encontraba dentro de lo establecido en los protocolos de transferen-
cia embrionaria, en los cuales las receptoras deben tener su ovulacion un dia antes que la dontante o bién
hasta tres dias después. En este caso en particular, las receptoras presentaron ovulacion un dia después.

La utilizacién de esta técnica permitio el logro de un mayor nimero de crias de las que normalmente
una hembra pudiera tener en condiciones naturales durante su vida atil. Este mejor aprovechamiento es
de gran importancia para criadores con animales, que como en el presente caso, poseen un alto valor ge-
nético para la raza. Asimismo, tratandose de una hembra con la caracteristica de tener dobles ovulaciones
sincrénicas, permitio con la TE, el desarrollo de ambos embriones sin complicaciones. Cabe resaltar, que
en condiciones naturales es muy dificil que la propia madre, sea capaz de llevar a término y con buenos
resultados la gestacion y el nacimiento normal de ambos mellizos.

CONCLUSION

La TE permite en casos de ovulaciones multiples —poco frecuente en yeguas- a partir de las cuales
se originen dos 0 mas vesiculas embrionarias, poder transferirlas a yeguas receptoras. Asi al utilizar esta
técnica, se logra que estos embriones puedan finalmente dar como resultado el nacimiento de dos o mas
potrillos vivos, situacion que en condiciones naturales y al ser gestados en forma simultanea por su madre
original, correrian un alto riesgo de ser abortados o bien que uno o todos mueran durante la gestacion o
el parto.
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