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Resurmen

La transferencia embrionaria equina es una técnica de reproduccion asistida
aplicada en animales cuya descendencia es valiosa y en los cuales se desea aumentar
su indice reproductivo. Es una practica muy utilizada en la actvalidad que se expande
y mejora dia tras dia pero que, sin embargo, no es perfecta. Uno de sus principales
inconvenientes es la falta de receptoras ya sea debido a la insuficiente cantidad o al
nadecuado estado fisioldgico a la hora de realizar la transferencia, motivo por el cual
se plantea como solucion en este trabajo la posibilidad de aplicar la técnica de
criopreservacion.

Al realizarse este estudio se busca adquirir experiencia practica en el
procedimiento de transferencia embrionaria equina, realizar una comparacion de
resultados en términos de cantidad de embriones obtenidos y prefieces logradas en el
establecimiento El Silencio ubicado en Santa Iucia (localidad de San Pedro,
provincia de Buenos Aires), y evaluar los nichos en los cuales se podria aplicar la
criopreservacion. Con este fin se llevo a cabo una revision bibliografica del tema y
una descripcion detallada del procedimiento de transferencia realizada a campo.

En el caso de El Silencio, el porcentaje de embriones recuperados se
encuentra dentro del 55-67% Yy su éxito de transferencia es del 61-71%, resultando en
un porcentaje total de €xito de prefiez del 37-47%, motivo por el cual podemos
concluir que el establecimiento se encuentra dentro de los porcentajes internacionales
esperados para esta practica e inclusive por arriba de la media. A su vez, se observa
que los resultados podnan ser aun mejores si en los momentos de falta de receptoras
se tuviera como opcion a la vitrificacion pudiendo esperar que se obtengan resultados
similares a los ideales (3(P% de éxito) en esta practica también.
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Introduccion

La transferencia embrionaria en la yegua es una de las técnicas de
reproduccion asistida mas ampliamente utilizada en la actualidad y su desarrollo
mejora dia a dia. H proceso de transferencia embrionaria equina consiste en la
recuperacion de embriones del Utero de una yegua donante y su transferencia e
implantacion en el tracto genital de una yegua receptora. Para tal fin, ambas deberan
presentar ovulacion sincronizada. En general, las yeguas son capaces de producir
como maximo, un potrillo por afio mientras que los padrillos pueden originar docenas
y hasta cientos de potrillos por afio. Por consiguiente, los padrillos tienen una
influencia genética mucho mayor en la descendencia. Si bien la transferencia
embrionaria no es capaz de cormregir esta diferencia, si es capaz de permitir la
obtencion de mas de un potrillo por afio de una yegua y por lo tanto, propagar mas su
genética.

Las técnicas de recoleccion y transferencia embrionaria en los caballos se
desarrollaron por primera vez en la década del 70, obteniéndose los primeros
potrillos mediante el uso de esta técnica en Japon en 1973 (Oguri y Tsutsumi, 1973) y
en Cambridge en 1975 (Allen y Rowson, 1975). La técnica no comenzd a ser
ampliamente utilizada hasta la década del *80 debido a que existia la necesidad de
mantener a las yeguas receptoras en el mismo lugar donde se realizaban las
recolecciones de embriones. Hacia fines de los 80’s fue descripta la técnica de
enfriamiento de embriones equinos lo que permiti6 el desarrollo de un método
practico de refrigeracion y transporte de los embriones equinos por corto tiempo (24
h). Este avance dio solucion en parte, a esta limitante.

Las aplicaciones de esta técnica son variadas e incluyen:

La obtenciodn de potrillos de yeguas wejas y valiosas, pero infértiles.

La obtencion de potrillos de yeguas jovenes (2 anos) para permitirles
alcanzar su pleno crecimiento y desarrollo.

La obtencion de potrillos de yeguas en actividad deportiva, evitando la
necesidad de interrumpir su performance.

La obtencion de potrillos de yeguas subfértiles o infértiles.

La obtencidn de un mayor niimero de potrillos por yegua por aio.

La obtencion de potrillos de yeguas con problemas de salud de indole no
reproductivo, para no afectar su bienestar durante la gestacion.

La obtencidn de potrillos sanos previniendo defectos genéticos mediante
el analisis de ADN embrionario.

La recuperacion de especies equinas en peligro de extincion mediante la
gestacion de los potrillos en yeguas domésticas.

La utilizacion de la técnica como herramienta de investigacion como por
ejemplo de factores de desarrollo e inmunoldgicos, factores que afectan
la funcion cardiovascular postnatal o rasgos tmicos de desarrollo del
embridn equino.
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En el afo 2002 la Asociacion de Cuarto de Milla americano, el registro mas
grande de Estados Unidos, aprobd el registro ilimitado de potrillos provenientes del
uso de la transferencia embrionaria, motivo por el cual el uso de esta técnica aument6
considerablemente. En Argentina, esta técnica alcanzd una escala comercial a
principios de los 90’s cuando fue desarrollada como medio para obtener descendencia
a partir de las mejores yeguas petiso de polo, sin terminar con su carrera deportiva
(Pashen et dal., 1993; Riera y McDonough, 1993).

El Haras “H Silencio” (establecimiento situado en Santa Lucia, provincia de
Buenos Aires) realiza la crianza de caballos Cuarto de Milla. En €l se comenz6 con la
técnica de transferencia embrionaria en €l afio 2007 como método para aumentar su
indice reproductivo. Durante el periodo de entrenamiento y aprendizaje de la
tecnologia en este haras, pude observar un problema recurrente: en muchas ocasiones
(particularmente en el comienzo y fin de la temporada reproductiva equina) aunque se
tienen yeguas donantes y se logran recuperar embriones de los lavajes uterinos, existe
una escasez de yeguas receptoras ciclando y por lo tanto es imposible ransferir esos
embriones recuperados. Como solucion a este inconveniente y como metodo para
aumentar la efectividad del proceso, en este trabajo se propone el analisis tedrico de
la tecnologia de criopreservacion como una alternativa para el aprovechamiento de
estos embriones.

En este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

o  Adquirir experiencia préctica en el procedimiento de transferencia
embrionaria equina, con énfasis en los aspectos de laboratorio y
embriologia.

0 Realizar uma comparacion de resultados en términos de cartidad de
embriones obtenidos y prefieces logradas entre las cabeza/cola vs. centro
de temporada reproductiva

o Evaluar los nichos en la actividad de transferencia embrionaria equina
en los cuales se podria aplicar la criopreservacion.



REVISION BIBLIOGRAFICA DEL. TEMA

Caracteristicas del desarrollo del embrién equino

Bezard et al (1989) describieron en su estudio, a partir de 24 ovocitos y
embriones equinos recuperados en 32 lavajes uterinos, el desarrollo del embridn
equino a las 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas pos ovulacion. Alas 6 horas, observaron que
todos los ovocitos, se enconfraban rodeados por células del clmulus Y que poseian
solo 1 clula en su interior; a pesar de esto, no se podia determinar si eran ovocitos
fertilizados o no. A las 12 horas, observaron que los ovocitos recuperados habian
perdido suficientes células del camults para distinguir una célula y levemente 2

cuerpos polares. A las 24 horas, los embriones se encontraban con 2 células visibles;

a las 48 horas, los embriones tenian entre 4 y 6 células; alas 72 horas, tenian entre 8 y
11 células visibles y a las 96 horas, tenian entre 8 y 12 células. Todos ellos fueron
embriones recuperados y desarrollados in vivo. A To largo de todo este tiempo, los
embriones se encuentran en el oviducto. Entre los dias 5 /4y 6, los embriones equinos
son transportados a través del oviducto hacia el Utero (Freeman et al., 191),

encontrandose en estadios de desarrollo de mérula compacta (masa compacta de
blastomeras, con una zona peltcida prominente y con un tamafio aproximadamente
de 220 ) a blastocito temprano (comienza la formacion de ﬂl]ldO que llena la
cavidad del blastocele y el adelgazamiento de la zona pelticida; presenta un tamafio
aproximadamente de 290 pum). Luego de entrar al lumen uterino, €l tamafio del
embri6n crece exponencialmente hasta blastocito expandido: la cavidad del blastocele
se encuentra totalmente formada y el macizo celular interno (el futuro embrién-feto),
puede ser diferenciado de la capa trofobléstica externa (futura placenta) (D.
Vanderwall, 2000). En este momento, una capa de mucina como una envoltura
embrionaria, es depositada en la superficie interna de la zona pelicida de los
blastocistos tempranos, coincidente con la expansion del blastocele. La capsula esta
constituida por una glucoproteina eléstica y resistente que envuelve el blastocisto
entre los dias 6 y 22 (Allen y Stewart, 2001). La capsula mantiene la configuracion
esférica del embrion y acumula los componentes de las secreciones exdcrinas de las
glandulas endometriales (leche uterina), como los nutrientes para el embrion movil;
de esta forma el embrion libera la sefial antiluteolitica de reconocimiento materno de
la gestacion a toda la superficie del endometrio (G. A. Palmm, 2008).
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Figura 1. Distintos estadios del embrion equino. a) Dia 0: 12 hs post ovulacion (160X). Fuente:
Chronology of equine fertilization development in vivo and in vitro and embryonic (Bezard et al.,
1989); b) Dia 2: 48 hs post ovulacion (160X). Fuente: Chronology of equine fertilization development
in vivo and in vitro and embryonic (Bezard et al., 1989); c) D1a 6. Morula indiferenciada (barra de
referencia de S0um). Fuente: Equine embryo trmgfer review of developing potential (T. A. E. Stout,
2006); d) Dia 7: Blastocisto expandido de grado 1 (barra de referencia de S0um). Fuente: Equz'ne
embryo transfer: review of developing potential (T. A. E. Stout, 2006).

A continuacion en la Tabla 1 podemos observar la variacion de tamano
aproximado que va sufriendo el embrion equino en su desarrollo.

Tabla 1. Diametro de los embriones equines recuperados del lumen uterino
Didametro embrionario
(mm)

Dias Pos-ovulacién |  NUmero de Embriones | Promedio Rango
6 121 0,208 0,132-0,756
7 144 0,406 0,136-1,460
8 142 1,132 0,120-3,980
9 41 2,220 0,730-4,520

Fuente: Adaptado de Squires EL, Cook VM, Voss JL. Collection and transfer of equine embryos.
Bulletin No. 1. Ft. Collins, CO: Colorado State University, Animal Reproduction Laboratory, 1985. -
CSU -

Los embriones equinos pueden ser recuperados entre los dias 6 y 9 pos
ovulacion, sin embargo los dias dptimos para llevar a cabo luego la transferencia
embrionaria, son el séptimo y el octavo. En el caso de la congelacion del embrion, el
dia optimo es el sexto.



Transferencia enbrionaria de embriones equinos

Técnica de recuperacion y transferencia de embriones

- Metodologia de la recuperacion del embrion

El lavado uterino transcervical es el método que se utiliza para la recuperacion
de embriones equinos para la transferencia embrionaria. Considerando el dia de
ovulacion como el dia 0, el lavaje se lleva a cabo entre los dias 7 y 8 porque el
embrion no entra al Utero desde el oviducto hasta el dia 6-7 (Battut et al., 1997 y
2001). Los dias anteriores a éstos, las tasas de recuperacion son mucho menores y en
los dias posteriores, €l embrion se torna de un tamafio mayor lo cual lo vuelve més
susceptible a dafios a consecuencia de su manejo (McKinnon y Squires, 1988;
Carnevale e al., 2000). Aunque los embriones son méas féciles de identificar enel 8vo
dia, la recuperacion al 7mo dia es preferible ya que el embrion es mas chico y por lo
tanto menos susceptible a traumas debidos a la recoleccion y al proceso de
transferencia (Blanchard ez al., 1998 y 2003). Los embriones no son recuperados en
el dia 9 porque el porcentaje de transferencia exitosa es generalmente mas bajo que
para aquellos recuperados en los dias 7 u 8 (D. Vanderwall, 2000).

Para comenzar el proceso de lavaje, es importante poner en condiciones a la
donante. Fsta es colocada en la manga, con su cola atada y elevada, sus cuartos
traseros y la zoma del periné son preparados mediante lavado y desinfeccion teniendo
importante cuidado en que sean bien enjuagados y secados para evitar la
contaminacion del embrion a causa de los residuos de estos productos (Blanchard ef
al., 2003). Inmediatamente antes del lavado uterino, la donante debe ser examinada
por palpacion y ecografia transrectal; los ovarios deben ser examinados en busca de
cuerpo ltiteo, si hay mas de uno, hay una mayor posibilidad de embriones multiples
(McKinnon et dl., 2011).Una vez lista la yegua, el operador, con su mano y brazo
cubiertos por un guante plastico estéril y lubricado con un gel estéril, pasa la punta
del catéter (o la sonda) delicadamente a través del cérvix hasta la zora posterior del
cuerpo uterino; Blanchard e al. (1998, 2003) recomiendan el uso de un catéter de
silicona para recuperacion embrionaria (con un balon en la punta) de 80 0 150 cm de
largo. Luego el balon del catéter se llena con 60-80 cnt de agua, aire o solucion
salina estéril y se tracciona hacia atrés, contra €l orificio cervical interno, para lograr
un correcto sellado entre el cuello y el cuerpo uterino y de esta forma prevenir la
pérdida de liquido. Una vez colocado el catéter, el Utero es lavado tres a cuatro veces
con solucion salina amortiguada con fosfatos puro o modificado (DPBS),
previamente entibiado (30 - 37° ©), conteniendo 1% (v/v) de suero fetal bovino o
albimina de suero bovino para prevenir que el embridn se pegue a la silicona o al
plastico del material utilizado (T. A. E. Stout, 2006). El problema de la albimina,
segiin McKinnon ez al. (2011), es que tiende a formar burbyjas o espuma en la
superficie del medio recuperado y por lo tanto dificulta la bisqueda posterior del
embridn. Segin D. Vanderwall (2000) la solucién también debe contener penicilina
(100 unidades/ml) y estreptomicina (100 pg/ml). El ttero es llenado con 1 a 2 litros
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de DPBS en cada lavado dejando que éste ingrese por gravedad; su contenedor se
conecta al catéter mediante un tubo, y se lo coloca en altura para que la solucion
fluya. H liquido debe mantenerse en el ttero por al menos 3 minutos antes de ser
removido. A continuacion se le permite al liquido salir y pasar a traves de un filtro
para embriones con poros de 0,70-0,75 pn es importante que el filtro no rebase ni se
quede sin liquido para que el embrion recuperado se encuentre siempre bafiado en
solucion y no se reseque; los filtros son ahora disefiados para prevenir ambos
problemas. Después del primer lavado el utero es masajeado a través del recto
durante los subsiguientes lavados, esto puede ayudar a que el embridn quede
suspendido en el medio y a aumentar la recuperacion total del liquido. El liqudo que
pasa por el filtro es recolectado para evaluar cuanto se recuperd; 1a mayoria (> 90%)
del liquido de lavado deberia ser recuperado y estar libre de restos celulares o de
sangre (D. Vanderwall, 2000), de no ser asi, segiin Blanchard ef al. (1998, 2003) se

pueden administrar 20 Ul de oxitocira intravenosa para ayudar a la evacuacion del
mismo del Utero. La recuperacion de liquido opaco indica que la yegua tiene un
proceso de endometritis activa en el momento del lavado, y necesitard una evaluacion
diagnostica futura; la presencia de sangre es asociada con un masajeo vigoroso del
utero y/o la nnmplﬂa(:lon del catéter (D. Vanderwall, 2000). Mientras existen
diferentes tipos de sistemas de lavado en uso, la mayoria de los operadores opta por
un sistema cerrado con una pieza Y central, de esta forma el medio de lavado circula
hacia el catéter uterino por una linea y, luego de abrir o cerrar los clamps en las lineas
correspondientes, el liquido saldréd por otra via la cual se dirige directamente al filtro
(T. A. E. Stout, 20006).

Una vez fimlizado el lavado, en el laboratorio, €l contenido del filtro es
vaciado en una caja de Petri estéril con cuadricula para proceder a la biisqueda y es
enjuagado con DPBS. H liquido recuperado es revisado utilizando una lupa a un
aumento de 10x —25x; debido a su peso relativo, los embriones viables se hundirén al
fondo de la placa lo que facilitard su visualizacion; los embriones de 8 dias
usualmente se¢ ven a simple vista. Los embriones identificados son aspirados
utilizando pajuelas de 0,25 0 0,5 cn?’ unida a una Jeringa, pipetas capilares de vidrio
de 25 pl, o cualquier otro instrumento adosado a una jeringa, y son transferidos a una
pequenia placa para el enjuagado del embrion. Alli es lavado como minimo por 3
pasajes sucesivos en gotas de 1 ml de medio DPBS con 10% de suero fetal bovino
esterilizado segin Blanchard et al. (1998) por pasaje por filtro de 0,22 p, con el fin de
ayudar a diluir cualquier microorganismo que pudiera haber sido introducido durante
la recuperacion embrionaria o que se hubiera encontrado con anterioridad en el (tero
de la donante (T. A. E. Stout, 2006); luego el embrion se coloca en el mismo medio
en una placa de Petri para ser evaluado a mayor aumento (40 - 80x) y calificado
usando la escala de 1 (excelente) a 4 (pobre): segin G. A. Palma (2008) la mayor
parte de los procedimientos de evaluacion embrionaria tienen en cuenta los rasgos
morfoldgicos como la uniformidad de tamaio celular, la forma del embrion, su color
y dimensiones. Segiin T. A. E. Stout (2006) también se los clasifica por su estado de
desarrollo embrionario en moérula tardia, blastocisto temprano o blastocisto
expandido.
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(Cada vez que se tome un embridn con un tipo de estos capilares o pajuelas
para su manipulacion, la columna de liquido que contiene el embridn debe ir rodeada
de una burbyja de aire en cada extremo y luego una columna de medio liquido sdlo.
Esto previene accidentes como el de absorber la columna de medio al tocar con el
extremo de la pajuela algin material absorbente. El proceso de levantar y depositar
un embrion deberia ser realizado bajo lupa para evitar accidentes (D. Vanderwall,
2000). En todos los casos el material y los medios utilizados deben ser estériles.

Una vez que los embriones son colocados en el medio de mantenimiento,
estos deben ser rapidamente envasados para el transporte o transferidos a una hembra
receptora; Blanchard ef al. (1998) recomiendan que este procedimiento se lleve a
cabo dentro de 1 hora luego de la recuperacion del embrion, dado que la viabilidad
del embridn disminuye después del almacenamiento por mas de 3 horas en DPBS.
Mientras los embriones estan esperando a ser envasados o transferidos,
aparentemente toleran temperaturas que varian entre la temperatura ambiente (25° C)
y la temperatura corporal (37° C). Sin embargo es importante prevenir los cambios de
temperatura rapidos y/o extremos (D. Vanderwall, 2000). A lo largo de toda la
evaluacion del embrion, es importante que éste sea mantenido tibio (35—38°C) y que
los materiales utilizados estén precalentados (D. Morel, 2003).

- Factores que afectan la recuperacion del embrion

Segin Squires ef dl. (1999) los factores que afectan la recuperacion
embrionaria incluyen: el dia de recuperacion, el nimero de ovulaciones, la edad de la
donante y la calidad del semen con que fue servidala yegua. Sin errﬂaargo el principal
factor que afecta a la recuperacion es el estado reproductivo de la donante. Las
hembras vigjas con pobre historia reproductiva, producen menos embriones y a causa
de patologias uterinas o del owviducto y al aumento de muertes embrionarias
tempranas, se logra una menor recuperacion en este tipo de animales. Carnevale ef al.
(1995) reportaron que ovocitos defectuosos provenientes de donantes vigjas, son una
causa de reduccion de fertilidad. Los ovocitos recolectados de donantes mayores a 20
afios de edad y transferidos a receptoras jovenes, resultaron en vesiculas embrionarias
en 8 de 26 casos contra 11 de 12 prefieces obtenidas de donantes jovenes (J. Bezard,
1992). En cuanto al semen utilizado, generalmente las donantes inseminadas con
semen fresco tienen mayor p051b1hdad de proveer un embrion que aquellas que lo son
con semen congelado (Squires ef al., 1999).

- Metodologia de la transferencia del embrion

La transferencia embrionaria no quirtrgica involucra la deposicion del
embridn dentro del cuerpo del ttero. Para comenzar, el embrion recuperado debe ser
colocado en una pipeta de inseminacion o en una pajuela de inseminacion artificial de
0,25 0 0,5 ml (Blanchard ez al., 2003). En cualquiera de los casos, la eleccion del
tamafio de la pajuela o el tipo de pipeta a utilizar, es segin la preferenqa del operador
pero también estd influenciada por el tamafio del embrion, un embridn pequeno es
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facil de levantar con una pajuela de 0,25 ml pero uno grande, posiblemente no entre
en ese tamafio de pajuela (D. J. Jasko, 2002) En el caso de cargarlo en una pipeta de
inseminacion, primero debe tomarse una jeringa, cargarla con 5-6 ml de aire y
asegurarla correctamente al final de la pipeta; luego el medio y €l embrion deben ser
cargados, en 0,2-04 ml, siguendo la siguiente secuencia: medio, aire, medio
conteniendo al embnon, aire, medio, aire. Este procedimiento de carga minimiza los
movimientos del embrion dentro de la pipeta y ayuda a asegurar que el embrion sea
descargado en el Utero en el momento indicado (Blanchard et al., 2003) ya que la
primer columna de medio sirve para lubricar la salida de la pipeta mientras que la
tercera asegura la salida del embri(')n (T. A. E. Stout, 2006).

Para realizar la transferencia, la receptora es colocada en un brete, sedada y
luego se prepara el area perineal como fue descripto para la recoleccion embrionaria.
Previo a la transferencia debe ser examinada por palpacion y ecografia transrectal:
debe presentar buen tono uterino y un cuello uterino bien cerrado lo que indica una
concentracion de progesterona circulante aceptable; tiene que haber un cuerpo ltteo y
preferentemente, algo de desarrollo folicular; la textura del (tero debe ser uniforme,
sin edema ni fludo (McKinnon ef al., 2011). El operador se coloca un guante pléstico
estéril en el brazo y encima un guante de latex estéril, coloca gel lubricante estéril en
el dorso de sumano y sobre la vulva de la yegua. H extremo del instrumento de
transferencia (cubierto por una camisa sanitaria estéril) es colocado en la palma de la
mano y la punta es protegida por el pulgar. H instrumento es colocado a través de la
vagina y la punta introducida en el arificio cervical externo aproximadamente 0,5 oy
en este momento se quita la camisa sanitaria y se procede a adelantar el instrumento
hacia la luz del cuerpo uterino (D. Vanderwall, 2000). A continuacion €| embrion es
expulsado lentamente de la pipeta, uilizando el aire precargado en la jeringa
(Blanchard er al., 1998). Lo esencial de este procedimiento es asegurar que la pipeta
entre al Utero sin recoger contaminantes de la vulva o la vagina de la receptora y
causando el minimo trauma posible al canal cervical y al endometrio (T. A. E. Stout,
2006). El embrion puede ser depositado en el cuerpo uterino o en alguno de los
cuernos uterinos; para depositar el embridn en el cuerno el instrumento es guiado por
palpacion transrectal. Una vez ubicado correctamente, el instrumento de transferencia
es retirado lentamente de manera que la punta no sea obturada por la pared del
endometrio mientras se descarga el embridn (D. Vanderwall, 2000).

Por otro lado, si se utiliza una pajuela de inseminacion artificial de 0,5 mil,
debe utilizarse un tubo flexible uniendo una jeringa de 3 a 6 ml con el extremo de la
pajuela que contiene un tapon de algodon y policloruro de vinilo (PVC) en polvo. Se
procede a la carga del embrion y del medio mediante la aspiracion por medio de la
jeringa, respetando el mismo orden que se menciond para la pipeta, teniendo en
cuenta que el tapon debe ser mojado; de esta forma se establece un sellado en el
extremo de la pajuela que se encuentra unida a la jeringa (Blanchard ef al., 1998 y
2003). A continuacion el embridn es depositado en el Gtero de la misma forma que se
explicd anteriormente excepto porque la pajuela es primero colocada en una pistola
de inseminacion plastica desechable o en una de acero inoxidable reusable; en ambos

12



casos se utiliza una camisa sanitaria plastica estéril para cubrir los instrumentos de
transferencia (D. Vanderwall, 2000).

- Factores que afectan la transferencia del embrion

Segin T. A. E. Stout (2006) los factores que afectan el éxito de la
transferencia embrionaria son principalmente la calidad del embrion, la técnica de
transferencia utilizada (depende de la experiencia y el manejo que tenga el operador)
y la sincronizacion entre la donante y la receptora (la cual se tratard mas adelante).
Dentro de la técnica, las 2 principales causas son la contaminacion bacterial del Utero
dominado por progesterona (W. R. Allen, 2005) y/o los disturbios hormonales
iniciados por el exceso de dilatacion o manipulacion del cérvix y dirigidos por
oxitocina (Handler et al., 2003) o por la PGFy, liberada (Kask er al 1997). Como
resultado, muchos operadores tratan a las yeguas con antibioticos sistémicos prey
post transferencia, sin embargo las altas tasas de prefiez alcanzadas por operadores
experimentados en ausencia de tratamiento antibictico, sugieren que estos
tratamientos son innecesarios si la técnica es llevada a cabo suavemente. Es
igualmente posible que la falla de un operador inexperto a la hora de depositar el
embrion en la cavidad uterina sea porque la pipeta no ha llegado a avanzar a través de
cuello uterino o porque el embrion queda adherido en la pipeta de transferencia y es
removida con ella al quitarla. (T. A. E. Stout, 2006)

Manejo de las donantes v receptoras

La transferencia embrionaria comienza normalmente por la sincronizacion de
ovulacion de las yeguas donantes con las receptoras, seguido por la inseminacion o el
servicio de estas donantes. El {tero de la donante es comimmente lavado 7 u 8 dias
pos ovulacion y el embrion recuperado es transferido a la receptora quirirgica o no

quirdrgicamente.

En condiciones ideales (personal con experiencia, uso de donantes, receptoras
y padrillos fértiles, entre otras cosas) podria esperarse un porcentaje de recuperacion
del 50-70 % y un éxito en la transferencia del 50-70 %, resultando un porcentaje total
de éxito de prefiez del 25-50 % por ciclo (Blanchard ef al., 1998 y 2003).

- Criterios de seleccion de donantes

Al hablar de las yeguas, no es lo mismo hacer una seleccion de donantes que
de receptoras; tanto unas como otras, deben poseer distintas caracteristicas.

Existen diversas causas que pueden llevar a considerar a una yegua como una
buena candidata para ser donante, sin embargo para ello primero el animal debe
poseer un alto valor ya sea genético, econdmico, deportivo, etc. Algunas hembras
subfértiles pueden ser buenas candidatas: yeguas que quedan prefiadas y sufren una
temprana muerte embrionaria en forma repetida, yeguas con fibrosis periglandular
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endometrial generalizada, distension glandular quistica o quistes endometriales,
yeguas con enfermedades cervicales irreparables o aquellas con abortos habituales
nexplicables podrian generar descendencia a partir del uso de esta técnica (Blanchard
et al 1998 y 2003).

La transferencia embrionaria también puede ser una opcion para aquellas
yeguas que paren tarde en la temporada reproductiva. Esta técnica aporta la ventaja
de producir prefieces durante ese mismo afio permitiendole a la donante reingresar
temprano al siguiente afio reproductivo. En aquellos animales que se encuentran en
competicion, les da la posibilidad de que éstos sigan compitiendo ya que solo es
necesario retirarlos por 1 0 2 semanas de las competencias para que den un potrillo
(Blanchard e al., 1998 y 2003).

Por ultimo, es necesario realizar un examen completo de evaluacion
reproductiva de la donante para saber si puede ser usada en un programa de
transferencia embrionaria. Si se identifican anormalidades que necesitan tratamiento
como por ejemplo, una endometritis bacteriana, deben ser tratadas antes de utilizar al
animal en el programa (D. Vanderwall, 2000). Debe conocerse también su historia
reproductiva y fertilidad, la localizacion del padnllo o del semen con que sera
inseminada y la guia de registros de la raza (Squires ef al., 1999). Con respecto a este
Gltimo punto, debe tenerse en cuenta que algunas asociaciones permiten el registro de
mas de un potrillo por yegua por afio mientras que ofras no. Incluso en aquellas que
solo permiten el nacimiento de un potrillo por yegua por afio, es posible su uso para
facilitar la prefiez de yeguas jovenes, antes del tiempo aconsejable (2 afios de edad),
dandoles la posibilidad a su vez de adelantar el comienzo de su vida reproductiva
evitando los problemas causados por una prefiez temprana (Camillo et al., 2000).
Ademss, puede ser posible registrar mas de un potrillo obtenido por transferencia
durante el mismo afio si la yegua es cruzada con padnllos de distintas razas y
distintos registros de raza (Blanchard ez al., 1998 y 2003).

De cualquier forma, la principal consideracion a tener en cuenta es que la
descendencia del animal sea valiosa, debe tenerse en cuenta cudl es el valor potencial
de ese potrillo.

- Criterios de seleccion de receptoras

La seleccion y el manejo de la receptora es posiblemente uno de los factores
mas importantes que afectan el €xito de un programa de transferencia embrionaria.
Desde el punto de vista reproductivo, las receptoras deben presentar ciclos estrales
normales, estar libres de anormalidades uterinas y ovaricas asi como presencia de
liquido o aire en el ttero, o presencia de quistes uterinos o tumores OVAricos, no
deben tener historial de problemas reproductivos (D. Vanderwall, 2000; Squires et
al., 1999). A su vez, se requiere que el cuello uterino no esté dafiado ni que sea muy
tortuoso ya que la imposibilidad de atravesar el cuello uterino o la necesidad de
ayudar al paso de la pipeta digitalmente, son las causas mas comunes de fracaso a la
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hora de lograr una prefiez si el operador no tiene la suficiente experiencia o cuando
son pocas las receptoras disponibles. H tono uterino y cervical a la hora de la
transferencia tambicn son indicadores tiles a tener en cuenta para la eleccion de la
receptora; un pobre tono esta asociado con una menor tasa de prefiez y por lo tanto,
un mayor porcentaje de prefieces no alcanzadas (Carnevale ef al., 2000, T. A E
Stout, 2006). En general se requiere que sea un animal de fertilidad comprobada, al
menos una cria, antes de incorporarla al plantel.

Por otro lado, es importante considerar el frame del animal, debe ser similar o
mayor que la donante; de no tenerse en cuenta este concepto, puede verse afectado el
desarrollo tanto intrauterino como el post natal del feto, pudiendo tener consecuencias
como sub o sobredesarrollo los cuales pueden repercutir y mantenerse a lo largo de la
vida del animal, sin poder ser revertidos (Allen e dl., 2004) También debe ser
estudiado el desarrollo muscular, la salud dental y la vision de la receptora, al igual
que el buen estado y desarrollo mamario, para proporcionar buena calidad y cantidad
de leche al potrllo. Por ultimo debe ser de caracter docil y facil de mangjar, debe
presentar historial de buena lactancia y buena habilidad materna. (Mc Kinnon ef al.,
2011)

- Sincronizacion

Para llevar a cabo la transferencia embrionaria es indispensable que las yeguas
donante y receptora presenten ovulacion sincronizada; lo ideal es que la receptora
ovule 1 dia antes o hasta 2 dias después que la donante (segin D. Vanderwall (2000)
y T. A. E. Stout (2006) puede ser hasta 3 dias después, o sea del +1 al -3). Si uno
posee una manada grande de receptoras de la cual se pueden seleccionar yeguas que
estén naturalmente sincronizadas, entonces no es necesario utilizar un protocolo
hormonal para inducir la sincronizacion de la owvulacion. De no ser asi, pueden
utilizarse distintos protocolos hormmonales pero en cualquiera de los casos, los
productos deben ser administrados a las yeguas receptoras, 1 dia después de aplicadas
a las donantes. Por otro lado, también es recomendable realizar la sincronizacion de la
yegua donante con 2 yeguas receptoras; de esta fornma si una sincronizacion falla, se
tiene la otra, y ademas se proveen 2 receptoras en el caso de recuperar embriones
mellizos. (Blanchard ef al., 1998 y 2003)

Pueden usarse varios procedimientos para lograr la sincronizacion de las
hembras en los programas, entre los cuales se incluyen (i) los progestagenos
(altrenogest), (i) PGFy, o uno de sus andlogos (G. A. Palma, 2008) y (i)
progesterona y estradiol-17 (Blanchard ef al., 1998 y 2003).



DONANTE

eComienzo
altrenogest

RECEPTORA

eComienzo eFinaliza *Prostaglandina
altrenogest altrenogest

Figura 2: Cronograma de sincronizacion de donantes y receptoras empleando progestagenos. Fuente:
Elaboracion propia.
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altrenogest,

Dia 21-23
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Estro. Finaliza
con owvulacion

En el caso del uso de progestagenos (Figura 2), éstos pueden darse a las
yeguas para alargar la fase litea de su ciclo de forma artificial (Blanchard et al,
1998, 2003). Cominmente se administra altrenogest (via oral) a todas las yeguas por
14-15 dias; considerando, en el caso de las donantes, el dia 15 como el tltimo dia de
aplicacion, se procede el dia 16 a hacer la aplicacion de prostaglandina para inducir la
luteolisis de cualquier cuerpo liteo retenido (Blanchard e al., 2003 y Palma, 2008).
En el caso de las receptoras, el tratamiento es igual, teniendo en cuenta que, como se
dijo antes, el tratamiento se lleva a cabo 1 dia después. Luego de fimlizado este
tratamiento se espera que tanto donantes como receptoras entren en celo a los 4-6 dias
de la inyeccion de prostaglandina. Segin G. A. Palma (2008) tan pronto como se
identifique ¢l fin del celo, ya sea en la donante o en la receptora, la otra puede ser
inducida a owvular utilizando gonadotrofina  corionica  humana (hCG) Un
inconveniente que presenta este tratamiento es que los foliculos ovaricos de las
yeguas no estan uniformemente regulados y por lo tanto, el intervalo desde la
terminacion del tratamiento hasta la ovulacion, es variable entre yeguas tratadas de la
misma manera. (Blanchard ef al., 1998, 2003)
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DONANTE

Dia18-20

eComienza
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conowulacion

e)°
Prostaglandina

e]°
Prostaglandina

RECEPTORA

eComienza
Estro. Finaliza
conowulacion

o)°
Prostaglandina

o]°
Prostaglandina

Figura 3: Cronograma de sincronizacion de donantes y receptoras empleando prostaglandina. Fuente:
Elaboracién propia.

Blanchard et al. (1998, 2003) proponen que las prostaglandinas (Figura 3) son
cominmente administradas 2 veces, con una separacion entre aplicaciones de 14 dias,
realizando la aplicacion en la receptora, 1 dia después que en la donante. Se espera
que las yeguas presenten celo a los 4-6 dias de la inyeccion de prostaglandina y, al
1gual que con el altrenogest, 1a ovulacion es inducida con hCG en la donante o en la
receptora sobre la base del fin del estro de cualquiera de las yeguas (G. A. Palma,
2008). Las prostaglandinas solo inducen la Iutedlisis cuando se encuentra presente un
cuerpo Itteo maduro y funcional, por lo tanto existe la posibilidad de realizar una
unica aplicacion a donantes y receptoras, siempre y cuando se sepa con seguridad que
todas ellas se encuentran en medio de su periodo de diestro. Para asegurar tasas
similares de desarrollo folicular, es ideal que las yeguas que reciben la inyeccion
tengan foliculos de tamatios similares (Blanchard ez al., 1998 y 2003).
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Fgura 4: Cronograma de sincronizacion de donantes y receptoras empleando progesterona y
estradiol-17p. Fuente: Elaboracion propia.
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La sincronizacién mediante el uso de progesterona y estradiol-17 (Figura 4)
es la mas efectiva hasta el momento ya que este tratamiento inhibe el desarrollo
folicular mas uniformemente que el uso de progesterona sola. La progesterona (150
mg) y el estradiol-17B (10 mg) en aceite son administradas intramuscularmente a
diario durante 10 dias y, al igual que en los casos anteriores, se aplica prostaglandina
en el ultimo dia de tratamiento. Si adenws, se aplica hCG cuando se defecta un
foliculo de 35 mm, aproximadamente el 70-75% de las yeguas van a ovular a los 10-
12 dias luego de finalizado el tratamiento. La incorporacion del estradiol-17f en el
tratamiento presentd menor variacion en la sincronizacion de las ovulaciones y
promovi6 el mejor comportamiento del estro post tratamiento. (Blanchard ef al., 1998
y 2003)

Si una receptora ovula mas de 3 dias después de la donante, es aconsejable
administrarle progesterona en aceite (300 mg/dia) comenzando el dia en que ocurre la
ovulacion. Este tratamiento puede utilizarse para salvar a la receptora en ese ciclo, en
el caso de que no se posea otra receptora ovulando sincronizada con la donante. Esta
yegua debe mantenerse con el tratamiento de progesterona por al mencs 5 dias, o
hasta que el cuerpo Itteo de la yegua se convierta en completamente funcional. La
suplementacion con progesterona puede llegar a ser necesaria hasta los 100-150 dias
de gestacion. (Blanchard et al., 2003)

El mangjo de la donante incluye el recelo (retajeo) para monitorear la
conducta reproductiva y la palpacion rectal y ecografia para monitorear la actividad
folicular durante €l ciclo estral. Durante el celo, la donante es examinada diariamente
para evaluar el crecimiento folicular que permite saber el momento dptimo del
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servicio o de la inseminacion con semen fresco, refrigerado o congelado. La
ovulacion, como se dijo antes, es inducida utilizando hCG (5 Ul/kg. Endovenosa o
Intramusular) o también puede hacerse con la aplicacion de agonistas de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH). Se debe recordar que como se dijo con
anterioridad, el dia de la ovulacion es detectado y designado como Dia 0. En el caso
de las receptoras, también son examinadas diariamente por palpacion rectal y
ecografia para monitorear el crecimiento folicular y detectar la ovulacion (D.
Vanderwall, 2000)

Criopreservacion de embriones equinos

Refrigeracion

Uno de los mayores avances en la tecnologia de transferencia embrionaria
equina en los ultimos afics ha sido la posibilidad de enfriar y almacenar embriones a
5° G, este procedimiento habilita la posibilidad de transportar los embriones a los
centros donde se encuentran las yeguas receptoras. Segin McKinnon ef dl. (2011) las
principales ventajas del enfriamiento y transporte de embriones son:

e  Las donantes pueden mantenerse y ser manejadas en el lugar mientras
que el transporte es necesario solamente en el caso de la recuperacion de
un embrion;

e  El costo de transporte de un embrion es significativamente menor al de
la yegua;

e  Tener las receptoras en un centro especializado elimina la necesidad de
mantener una manada de receptoras en la granja de crianza; las
receptoras  son generalmente mejor mangjadas por personal
experimentado;

e  El servicio de transferencia embrionaria se encuentra mas al alcance de
los duetios de las yeguas;

e Las tasas de prefiez alcanzadas son generalmente mejores en centros de
transferencia embrionaria con personal experimentado.

Metodologia de la refrigeracion del embrion

Los embriones recuperados son refrigerados y transportados utilizando el
método desarrollado por Carnevale et al. (1987) el cual utiliza el medio F-10 de Ham
como medio de mantenimierto y refrigeracion; cste es previamente gaseado
utilizando una mezcla de gases de 90% Na, 5% O», y 5% CO,, durante 3 a 5 minutos,

y siendo posteriormente suplementado con 10% (V/V) suero fetal bovino, pemc111na
(100 unidades/ml) y estleptormmna (100 pg/ml). Segin McKinnon e al. (2011) los
pasos para el empaquetado del embrion son:
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1. El'medio F-10de Ham se calienta a 37° C.

2. Se llena el tubo de pléstico de 5 ml con 4,5 ml aproximadamente de
medio previamente esterilizado por filtrado.

Se transfiere el embridn (luego de ser lavado como minimo en 3 o 4
gotas de medio) al tubo de plastico. Se enjuaga la pajuela usada para la
transferencia y se observa el medio de enjuague bajo microscopio para
asegurarse que el embrion no haya quedado en €l.

Se agrega mas medio al tubo hasta completar los 5 ml, se coloca el
tapon a presion y se envuelve el tubo en parafilm.

Se llena un tubo de centrifuga de 50 ml con medio F-10 de Ham (no
filtrado) y se coloca dentro el tubo de 5 ml conteniendo el embrion.

La tapa del tubo de 50 ml se coloca tratando de eliminar la mayor parte
de aire posible y luego también se envuelve en parafilm.

El embrién ya envasado se coloca en un Equitainer (unidad de
refrigeracion pasiva) que enftia lentamente al embrién hasta 5° C.

Se acompafia con la documentacion correspondiente incluyendo la
descripcion del embridn.

i
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En estas condiciones el embrion puede mantenerse viable como minimo 24
horas, tiempo durante el cual puede ser transportado en forma urgente al centro de
transferencia embrionaria (D. Vanderwall, 2000). A modo de ejemplo, a continuacion
se muestra la figura de un embrion fresco de 7,5 dias y uno enfriado de 8 dias (Figura
5); en la figura (a) se observa un embrion recuperado en estado natural y se nota la
diferencia con la figura (b) en la cual se observa que el embrion sufre una leve
contraccion o deshidratacion a causa del enfriado. En esta ultima también se hace
visible la capsula que rodea al embrién.

Figura 5: (a) Blastocisto expandldo fresco de 7,5 dias, prev10 a la transferencia. (b) Blastocisto
expandido enfriado de 8 dias, exhibiendo la contraccion leve o deshidratacion. La capsula que rodea el
embrion es visible. Fuente: McKinnon ez al. (2011)
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El modo de recepcion y manipulacion de un embrion enviado, segin
McKinnon ef al. (2011) es:

1. Seabre el contenedor en un espacio limpio de un laboratorio y se revisa
la documentacion.

Se debe tener medio disponible para el lavado del embrion y el enjuague
del tubo plastico.

Se abre el tubo de centrifuga y se retira el tubo de 5 ml que contiene al
embrion.

Suavemente, se invierte el tubo de 5 ml vanias veces.

Se remueve latapa del tubo, se apoya boca arriba y se le colocan varias
gotas de medio en su interior.

Se coloca el contenido del tubo de 5 ml en una placa de Petri estéril.

Se colocan varias gotas de medio al tubo y se deja a unlado.

Se revisa la placa en busca del embrion.

En el caso de no encontrarlo, se enjuaga la tapa y el tubo con medio
varias veces ya que ocasiomalmente el embridn puede haberse quedado
pegado alli.

Se lava el embrion a través de por lo menos 3 0 4 gotas de medio previo
a la transferencia. Lo ideal es que el medio utilizado aqui sea el mismo
que aquel usado para el enfriamiento (F-10 de Ham).
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- Comparacion del proceso de Refrigeracion vs Transferencia
embrionaria

Carney et al. (1991) reportaron que no hay diferencias significativas en las
tasas de prefiez entre embriones enfriados y transportados y embriones frescos e
inmediatamente transferidos; por otro lado, Carnevale er al. (2000) reportaron que la
incidencia de las perd1das embrionarias no son diferentes entre los embriones
enfriados y aquellos que fueron transferidos frescos. Con respecto a esto, en su
estudio, luego de analizar la transferencia de 622 embriones, McKinnon et al. (2011)
muestran que no encontraron diferencias en la tasa de prefiez a los 16 dias entre los
embriones de grado 1 que fueron transferidos frescos (79,5%) y los que fueron
transferidos luego de ser transportados a 5°C (77,4% y 75% para los transferidos el
mismo dia y aquellos que fueron transportados durante la noche, respectivamente). Si
se observd una disminucion en la prefiez a medida que el grado de los embriones era
peor. No se encontraron diferencias significativas en la pérdida de prefiez entre los
dias 16 'y 50 para embriones transferidos frescos (13,1%) y aquellos enfriados y luego
transferidos el mismo dia o luego del transporte noctuno (9,5% y 0%
respectivanmente).

Varios investigadores han notado que los embriones de mayor tamaiio toleran
mejor el proceso de enfriamiento que los embriones de menor tamatio (McKinnon et
al., 2011). Carrey et al. (1991) reportaron que las transferencias de embriones
pequenios resultaron en menores porcentajes de prefiez en comparacion con aquellos

21



de mayor tamafio cuando la informacion de los embriones frescos y los enfriados
fueron combinados. La transferencia de 22 embriones enfriados de <250 pum de
didmetro resultaron en 59 % de prefiez mientras que la transferencia de 105
embriones de diametro >250 um resultaron en > 80% de prefiez. Por otro lado,
Moussa et al. (2003, 2004) notaron que embriones >400 pm pueden tener una mayor
viabilidad que aquellos <400 pum luego de 24 horas de enfriamiento, basados en una
nimero promedio de células muertas/mn? para cada categoria de tamafio de embrion.

Segiin Squires e al. (1999) el transporte de embriones es comummente
utilizado en FEstados Unidos pero no en Europa, Australia o Amgérica del Sur,
posiblemente por 1a proximidad de los caballos.

Criopreservacion

El Unico medio para preservar un embrion a largo plazo, es la
criopreservacion. Esta permite disociar tanto el tiempo como el lugar de la
recoleccion de embriones y la transferencia de los mismos. Sus ventajas incluyen la
habilidad de importar y exportar embriones equinos a lo largo de todo el mundo, de
tener un banco de material genético de hembras valiosas y de disminuir el costo de las
transferencias mediante la reduccion del niimero de receptoras que deben ser
mantenidas (Hudson ez al., 2006).

La primera prefiez lograda a partir de un embridn equino congelado fue en
1981 aunque aborto antes de término; el primer nacimiento fue reportado en 1982 por
Yamamoto et al.

Los dos métodos, el congelamiento y la vitrificacion, parecen permitir la
criopreservacion solamente de embriones pequetios (didmetro <300 pm). Las
desventajas en el proceso de congelamiento lento son que el control del enfriamiento
requiere tiempo y equipo especializado mientras que la wvitrificacion, es un
procedimiento rapido que requiere tener habilidad para 1a movilizacion de embriones
en altas concentraciones de soluciones crioprotectoras en el momento preciso y para
cargarlos luego en las pajuelas con la cantidad exacta de cada solucion (McKinnon et
al., 2011)

- Congelamiento

El congelamiento consta del uso de concentraciones relativamente bajas de
crioprotectores y rangos controlados de enfriamiento para deshidratar las células
durante la congelacion y asi prevenir la cristalizacion de hielo intracelular. El hielo
intracelular dana tanto las membranas como las organelas y esta se cree que es una de
las principales causas del descenso en la supervivencia de los embriones (Oberstein et
al., 2000).
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Metodologia del congelamiento del embrion

Segiin McKinnon ef al. (2011) los pasos para llevar a cabo el congelamiento
son:

1. El glicerdl, el crioprotector usado con mayor frecuencia, se incorpora a
temperatura ambiente en 1 a 5 pasos, cada uno de 5 a 20 min, de
concentraciones en aumento hasta una concentracion final de 10% v/v
~1.3M)o1.5M
Luego se toma al embrion en 50 pl, en uma pajuela de 0,25 ml.

Se enfria la pajucla de temperatura ambiente a -6 o -7°C en

aproximadamente 3°C/min.

4. Luego de la induccion a la formacion de hielo a -6 0 -7°C, la pajuela se
lleva en 0,3°C-0,5°C/min hasta -30°C, -33°C 0 -35°C; se sumerge y se
almacena en nitrogeno liquido.

5. Para el descongelado, la peguela se pone en agua a 37°C por 30 a 60
segundos y se recupera el embrion.

6. El crioprotector se diluye mediante el pasaje del embrion a través de
sucesivos bafios con concentraciones decrecientes desde 10% hasta 0%
odesde 1,5Ma0M, en4-6 pasos de 5 a 10 minutos.

el N

El almacenaje en nitrogeno liquido se presume que es indefinido (Skidmore ef
al., 1990). Previo a la transferencia, durante el descongelado, es posible tener que
hacer el agregdo de sacarosa para ayudar a la rehidratacion y asi prevenir las
alteraciones osmdticas del procedimiento (Morel, 2003).

- Vitrificacion

Una alternativa al enfriamiento convencional lento es el procedimiento ultra
répido conocido como vitrificacion. Esta consiste en un corto tiempo de incubacion
en altas concentraciones de crioprotectores seguido por sumergido directo en
nitrogeno liquido para prevenir la formacion de cristales de hlelo (Aralyo et al,
2010). En los ultimos tiempos este proceso ha recibido mucha atencion ya que es
simple, se logra en poco tiempo y no requiere equipos caros. Ademds, la dilucion de
los crioprotectores puede ocurrir en la pajuela y por lo tanto el embrion puede ser
transferido a la receptora sin ser removido de esta misma (Hudson et al., 2006).

Metodologia de la vitrificacion del embrion

Segiin Araujo ef al. (2010) los pasos a seguir para llevar a cabo la vitrificacion
son:
1.  Las soluciones witrificantes se colocan a temperatura ambiente en un
platillo con 4 pocillos y el embrion se traslada del 1 al 3 permaneciendo
S minutos en los 2 1ros y 45 segundos en el 3ro.



2. Del 3er pocillo se carga en el centro de una pajuela de 0,25 ml, separado

por 2 burbyjas de aire del diluyente.

Se sellala pajuela de ambos lados.

Se coloca la pajuela en una copa de plastico refrigerada, rodeada por

nitrogeno liquido durante 1 minuto (segin Hudson et al. (2006) esto

permite que el nitrégeno liquido rodee a la copa y se produzca una

mezcla de aire frio y vapor de nitrogeno alrededor de la pajuela a una

temperatura de -190°C)

Se sumerge la pajuela en el nitrogeno liquido y se almacena.

Para el descongelado, la pajuela se mantiene en el aire por 10 segundos

y luego se sumerge en un bafio de agua a 22°C por otros 10 segundos.

7. la pajuela se sacude 5-7 veces para asegurar la mezcla de las
soluciones.

A la hora de llevar a cabo la vitrificacion, Hudson et al. (2006) utilizaron una
primera solucion vitrificante (VS-1) que contenia 1,5 M de glicerol, una VS-2 que
contenia 1,4 Mde glicerol y 3,6 M de etilenglicol y una VS-3 que consistia en 3,4 M
de ghoerol y 4,6 M de etilenglicol (donde el embrion paso 50-60 segundos). Ellos
cargaron el embrion en la pajuela de la siguiente manera: 90 pl de diluyente que
contaba de 0,5 M de galactosa con solucion salina fosfatada, una burbuja de aire de 5-
10 pl, 30 1 de VS-3 conteniendo al embrion, una segunda burbuja de aire y por
ultimo, olros 90 pl del diluyente. De esta manera, ellos obtuvieron un porcentaje
general de prefiez para embriones vitrificados del 70%.

H

SN

En la especie equina, segin Castanheira et al. (2004), el agregado de
crioprotectores no permeables (macromoleculas y aziicares) a las soluciones
vitrificantes que contienen etilenglicol, mejora la morfologia y el porcentaje de
c€lulas viables luego del descongelado. Araujo ef al. (2010) vitrificaron mérulas y
blastocistos tempranos en su estudio, logrando tasas de prefiez similares a las
descriptas en la bibliografia y demostraron que este procedimiento puede ser utilizado
con €xito bajo condiciones de campo en operaciones comerciales.

- Dificultades en la criopreservacion

Los embriones equinos parecen tolerar mejor el proceso de congelacion y
descongelacion cuando se encuentran en un estadio de morula/blastocisto temprano y
con un didmetro <300 um. Aunque los embriones recuperados en los dias 6 a 6,5
estan en el rango de tamafio aceptable para la criopreservacion, las tasas de
recuperacion de éstos son mucho menores a aquellas que se obtienen en los dias 7 a 8.
Por desgracia, los embriones que se recuperan en el dia 7 u 8 de la gestacion son de
400 a 1200 um de diametro y al ser mas grandes son menos tolerantes a los procesos
de congelacion y descongelacion (McKinnon ef al., 2011).

Segin McKinnon ef al. (2011) los blastocistos y blastocistos tempranos
equinos son mucho mas grandes y estan compuestos por un mayor niimero de células
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que los embriones de oftras especies en las mismas etapas de desarrollo. A su vez,
estas celulas contienen importante cantidad de grandes vesiculas y copiosos lipidos
almacenados en gotas de varios tamafos (Bruyas ez dal., 1993 y Flood et dl., 1992)
Este gran tamafio podria ser causante de su alta sesibilicad a la criopreservacion y de
este modo explicar por qué las criopreservaciones exitosas se obtuvieron solo con los
embriones mas pequefios (McKinnon et dl., 2011).

El blastocisto equino se expande rapidamente durante sus primeros dias en el
utero, pasando de un diametro medio de 200 um en el dia 6 después de la ovulacion,
2 400 um en el dia 7, y mas de 800 um en el Dia 8 (Betteridge ef dl., 1982). A partir
de la entrada del embrion al utero, éste comienza a ser cubierto por la capsula
elastica. Segim Choi ef al. (2011) la dificultad en la criopreservacion esta relacionada
con la presencia de esta capsula, con el estado de diferenciacion del embridn, con la
gran cantidad de liqudo dentro del blastocele, o simplemente con el tamafio total del
embridn. Algunos estudios (Bruyas ef al., 2000 y Legrand et al., 1999) han sugerido
que la capsula puede impedir el acceso aproplado de los crioprotectores al embrion
resultando en lesiones osmdticas en las células embrionarias y/o insuficiente
crioproteccion debido a una concentracion inadecuada de crioprotectores dentro de
los embriones.

En cuanto a los embriones de diametro >300 um, Choi ef al. (2011) han
llevado a cabo un estudio en el cual pudieron concluir que los blastocistos equinos
expandidos, hasta un diametro de 650 pm, pueden producir prefieces normales luego
de su criopreservacion usando técnicas de colapso del blastocele antes de la
vitrificacion. Basados en las altas tasas de prefiez asociadas con una mayor perdida de
liquido del blastocele encontrado en sus estudios sobre la viabilidad de blastocistos de
didmetro > 300 um luego de la biopsia y witrificacion vs la viabilidad de los
embriones sometidos a biopsia de trofoblasto y a una suave aspiracion de liquido del
blastocele desde la periferia del trofoblasto antes de la vitrificacion, ellos infirieron
que fue una disminucion en el volumen, en Tugar de solo la penetracion de la capsula
y/o trofoblasto, permitiendo el acoeso del crioprotector, lo que le dio soporte a la alta
viabilidad d&spues del procedimiento. A pesar de estos resultados, es necesario seguir
estudiando este tema para avanzar y lograr implementarlo a nivel comercial.

- Analisis del tema

Segtin la bibliografia, los resultados obtenidos en procesos de vitrificacion son
muy variados y hasta muchos de ellos, al no ser los esperados, no son publicades. A
continuacion se muestra una tabla de resultados a partir de los trabajos publicados
desde 1994 a 2007 en la cual se observa claramente la diferencia de éxito entre
embriones de diametro >300 um obtenidos a partir del dia 7 y los embriones de
menor tamafio (diametro <300 pm) obtenidos en los dias 6-6,5. De todas formas, se
estima que estos valores son altos ya que muchas de las experiencias fallidas no han
sido publicadas y por lo tanto hay muy poca informacion al respecto. Segiin la Dra.



Marina J. Sansifiena, la tasa de prefiez para embriones vitrificados se encuentra
alrededor del 30%.

Tabla 2. Exito de prefiez seglin tamafio de embriones vitrificados
Diametro Dias N° prefieces logradas/ | Prefieces logradas/
embrionario | oo ossn | N° transferendas transferencias
(um) realizadas realizadas
<300 6-6,5 75/132 56,8%
>300 7-8 6/66 9%

Fuente: Elaboracion propia a partir de McKinnon A.O., Squires E.L., Vaala W.E. and Varner D.D.
FEquine Reproduction, United Kingdom, Wiley-Blackwell, 2¢ Edition, 2011, Table 305.4: Results of
embryo transfer of vitrified-warmed equine embryos published from 1994 to 2007.

De la lectura de esta tabla 2 se infiere, a pesar de que el resultado de prefieces
logradas en embriones de didmetro <300 um sea de 56,8% o segin los datos
aportados por la Dra. Marina J. Sansifiena del 30%, valores considerablemente
diferentes, que el porcentaje de prefiez logrado con embriones de 6-6,5 dias supera
ampliamente aquel logrado con aquellos de 7-8 dias. Por consiguiente la
recomendacion seria utilizar para el proceso de vitrificacion embriones de diametro
<300 pum.

Costo de la transferencia embrionaria y de la criopreservacion equina

Teniendo en cuenta que, como dijimos anteriormente, el porcentaje total de
éxito de prefez en condiciones ideales de transferencia es de 25-50% por ciclo y que
la tasa de prefiez para embriones vitrificados se encuentra alrededor del 30%% (dato
proporcionado por la Dra. Marina J. Sansifiena) podemos estimar que mediante la
utilizacion de la vitrificacion como complemento de la transferencia, el porcentaje de
prefiez logrado por ciclo podria ser mayor. Una cuestion importante a tener en cuenta
para incorporar esta practica es la relacion costo/beneficio para lo cual deberian
tenerse en cuenta los siguientes datos:

e  Hoy endia se pagan entre u$s 1600 y 2000 por prefiez lograda mediante
transferencia embrionaria (dato proporcionado por Dr. Eduardo
Martinez).

e El costo de la criopreservacion es de aproximadamente u$s 100 por
embrion (dato proporcionado por la Ing. P.A. Marina J. Sansifiena).

e FHl costo de la sincronizacion de 2 receptoras con 1 donante con
prostaglandina y GnRH es de aproximadamente entre u$s 8 y 10,5 (dato
proporcionado por Dr. Eduardo Martinez).
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Considerando un costo de u$s 15 por lavaje (u$s 10 de sincronizacion y u$s 5
més por gastos de lavaje) para las transferencias, un costo de u$s 105 por lavaje (uSs
100 de criopreservacion y u$s 5 mas por gastos de lavaje) para la vitrificacion y un
pago promedio de u$s 1800 por prefez lograda, se confecciono el siguiente cuadro:

Tabla 3. Costos de transferencia embrionaria y vitrificacion.
Ganancia por
~ Costo po
Prenez (%9 | avaje &%s) prefiez (u$s) pren%ﬁécs)grada
Transferencia 50 15 30 1770
Vitrificacion 30 105 350 1450

Fuente: Elaboracion propia a partir de datos analizados anteriormente.

Teniendo en cuenta el 5006 de exito en las transferencias (condiciones
ideales), con un costo aproximado de 30 u3s por prefiez, se estima una ganancia por
prefiez de 1770 u3s, 10 que demuestra que el costo equivale a casi 2% del precio de la
prefez. A su vez, teniendo en cuenta el 30% de éxito en la Vltnﬁcacwn, con un costo
aproximado de 105 uls, se estima una ganancia de 1450 uSs por prefiez lograda. Se
puede observar que este gasto equivale al 19% de la ganancia que se obtendria por
cada prefiez extra lograda y este dato es solamente el pago relacionado a la prefiez,
pero tambien seria interesante tener en cuenta el valor genetico, economico,
deportivo, etc. que puede llegar a tener ese animal y las ganancias que posteriormente
se podrian obtener de €l por ejemplo en competicion. Por este motivo es que la
criopreservacion debe verse como la principal solucion al problema de la falta de

receptoras.
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PRACTICA A CAMPO

Descripcion de instalaciones

El Haras “El Silencio” es un establecimiento situado en la localidad de Santa
Lucia, partido de San Pedro, provincia de Buenos Aires. En €l se realiza la crianza de
caballos Cuarto de Milla y se comenzo a desarrollar la técnica de transferencia
embrionaria en el afio 2007 como método para aumentar su indice reproductivo, para
lo cual se cuenta con un encargado a cargo del manejo de las yeguas, su seleccion y
sincronizacion, sus 2 colaboradores a cargo del cuidado de los animales y un
veterinario a cargo del mangjo de laboratorio y la transferencia propiamente dicha.

Para llevar a cabo la préctica de la transferencia embrionaria el campo cuenta
con una manga donde se realizan los lavajes sobre las donantes y las posteriores
transferencias sobre las receptoras. Esta se encuentra en muy buen estado y sigue un
diagrama como el que se observa a continuacion:

4
A []Zona techada
" 1. Manga
2. Cubicule potrillo
3 3. Mesada y material
3 de trabajo
4, Corrales
a ]
|————
1 h—
2
4
=

CAMINO DE ACCESO

Figura 6: Diagrama de la manga en Haras El Silencio. Fuente: Elaboracion propia.

En el diagrama (Figura 6) se muestra la organizacion de la manga donde el n°
1 es la manga propiamente dicha donde se trabaja con la yegua; el n° 2 es donde se
coloca, al trabajar con las receptoras, al potrillo que naci6 de la transferencia del afio
anterior mientras se trabaja sobre la yegua, para asi mantener su calma; el n° 3 sonlos
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lugares designados a material de trabajo como ser guantes, medicamentos, etc.; y el
n° 4 hace referencia a los corrales donde se colocan a los animales pre y post
tratamiento. Como se puede observar, toda la zona de la manga se encuentra techada
y protegida para poder trabajar inclusive en condiciones adversas de tiempo.

Es importante destacar cudl es el camino de acceso porque por €l se circula
hacia el laboratorio. Esto es un gran problema que posee el establecimiento: el
laboratorio se encuentra a 250 metros aproximadamente de la manga, motivo por el
cual, al hacer el mangjo del material y de los embriones desde y hacia la manga, todo
debe trasladarse en auto o camioneta intentando mantener las condiciones del
embridn, lo mads estables posible. Es un trabajo que se logra hacer pero que se
facilitaria muchisimo el manejo si el laboratorio estuviera mas cerca.

El laboratorio en si se encuentra muy bien equipado y presenta adecuadas
condiciones para poder realizar la manipulacion de los embriones y el proceso de
recuperacion de 1os mismos sin mayores inconvenientes.

Figura 7: a) Laboratorio de trabajo; b) Mesada limpia y lista para trabajar. Fuente: Elaboracion propia.

El material de trabajo con el que se cuenta en el laboratorio incluye (Figura 8):
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Fgura 8: a) Lupa para bisqueda y 1 i6n del embrion; b) Platina térmica; ¢) Tubo de silicona
de 3 vias, catéter de silicona y filtro de recuperacion; d) Filtro y catéter de silicona; €) Vaina estéril y
pistola de inseminacion de acero inoxidable; f) Jeringa unida a 1 pajuela para la movilizacion de los
embriones; g) Sachets de solucion ringer lactato; h) Albimina bovina. Fuente: Elaboracion propia.



Adennssecuentaconplacasdepeu‘ideZtalmnos las mas grandes con
cuadricula para realizar la revision del liquido de lavaje recuperado y las mas
pequetias para realizar los lavajes del embrion, jeringas para enjuague y remocion de
la espumm del filtro y solucion salina amortiguada con fosfatos puro o modificado
(DPBS) con 1% de albiumina de suero bovino para llevar a cabo el enjuague de los
embriones recuperados.

Descripcion de manejo de donantes

En lo que respecta a la sincronizacion de celos, en El Silencio se utiliza el
tratamiento con prostaglandina. Para las donantes se sigue el siguiente esquema de
trabajo:

Dia18-20

e)°
Prostaglandina

eComienza
Estro. Finaliza
conowulacion

o]°
Prostaglandina

Figura 9: Cronograma de tratamiento de donantes de “El Silencio”. Fuente: Elaboracion propia.

Las prostaglandinas (Figura 9) son administradas 2 veces, con una separacion
de 14 dias entre aplicaciones, esperando que las yeguas presenten celo a los 4-6 dias
de la segunda inyeccion. Al momento del celo, las donantes comienzan a ser seguidas
por ecografia siendo ésta realizada al principio 1 vez por dia y luego mafiana y tarde
hasta detectar la ovulacion. Cuando se detecta un foliculo mayor o 1gual a 35 mm, se
induce la ovulacion con GnRH. A continuacion la donante es llevada a servicio el
cual se realiza por servicio natural o por inseminacion artificial.

Inmediatamente antes del lavado uterino, la donante es examinada por
palpacion y ecografia transrectal; los ovarios son examinados en busca de cuerpo
Itteo, si hay mas de uno, hay una mayor posibilidad de embriones multiples lo cual se
avisa a la hora del lavaje para tener especial atencion en la bisqueda de mas de un
embrion.
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Descripcion de procedimiento

Lavaje uterino

Este proceso comienza con la preparacion del material en el laboratorio para
luego ser llevado a la manga. En primer lugar, se procede a calentar los 3 litros de
solucion ringer lactato en agua caliente.

Figura 10: Aspiracion de liquido del sachet de solucion ringer lactato; una jeringa llena de solucion y
otra lista para la aspiracion de espuma. Fuente: Elaboracion propia.

Luego se toma uno de los sachets de 1 litro y se aspiran (Figura 10), con una
jeringa como se muestra en la foto, 60 ml de solucion para dejar en el laboratorio para
el posterior lavado del filtro. También se deja una jeringa preparada para la aspiracion
posterior de espuma.

Figura 11: Albiimina bovinay su egado ala solucién ringer lactato. Fuente: Elaboracion propia.

A continuacion se toman 3 ml de alblimina bovina y se inyectan en el mismo
sachet de ringer (Figura 11) para prevenir que el embrion se pegue a la silicona o al
plastico del material utilizado. Este sera el primer sachet en ser conectado y pasado
por el sistema de lavaje.
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Figura 12: Tubo de silicona de 3 vias conectado al filtro, al sachet y al catéter, listo para llevar a hacer
el lavaje. Fuente: Elaboracion propia.

Como tltimo paso antes de ir a la manga, se arma el sistema de lavaje (Figura
12). Esto consiste en la union del tubo de silicona de 3 vias con una Y central con la
solucion ringer lactato por un lado, con el catéter de silicona que se introducira dentro
del utero de la donante por otro y con el filtro en tercer lugar. Una vez que todo se
encuentra conectado, se deja circular un poco de solucion por el sistena para
corroborar que este funciona bien y que se encuentra correctamente conectado.

Para comenzar el proceso de lavaje, la donante es llevada a la manga, su cola
es elevada y atada y sus cuartos traseros, junto a la zona del periné, son lavados y
secados para evitar la contaminacion del embrion, Una vez lista, el encargado cubre
su mano y brazo con un guante plastico, éste es lubricado con gel, y entonces pasa la
punta del catéter delicadamente a traves del cérvix hasta la zona posterior del cuerpo
uterino. A continuacion, se carga una jeringa con 60-80 cn’ de aire (segiin el tamano
del ttero de la yegua) y se procede a llenar el balon del catéter el cual, al ser
traccionado hacia atras, sella el orificio cervical interno y previere la pérdida de
liquido. Una vez colocado el catéter, se comienza con el lavado propiamente dicho,
se abre el clamp de la via que proviene de la solucion ringer (mientras los otros 2
permanecen cerrados) y se llena el ttero con 1 litro aproximadamente de liquido el
cual ingresa por gravedad. [uego se cierra esa via y se abre aquella que lleva al filtro
permitiendo que el liquido pase por €l y que se recupere a su vez en um probeta para
asi tener un control de la cantidad de solucion que sale (recordemos que es importante
al finalizar el lavado que todo o la gran mayoria del liquido sea recuperado para no
producir una infeccion en la donante al permanecer en el tutero). Es importante
controlar que el filtro no rebase ni se quede sin liquido para que el embrion
recuperado se encuentre siempre bafiado en solucidn y no se reseque. Este proceso de
entrada y salida de la solucion del ttero se repite 2 veces mas. En estas repeticiones el
utero es mmasajeado a través del recto lo cual ayuda a que el embrion quede
suspendido en el medio y que el total del liquido pu ueda ser recuperado. Al finalizar el
pasaje de liquido, se dejan alrededor de 200 cm’ en el Ultimo sachet de solucion sin
pasar, los cuales se utilizaran para enjuagar internamente el sisterma luego de desinflar
el balon y quitar el catéter del ttero. Una vez finalizado el lavaje, el ﬁltro selleva al
laboratorio.
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Recuperacion y trarsferencia del embridn

El filtro llega al laboratorio conectado al tubo de 3 vias (Figura 13), es
desacoplado de éste y se procede a enjuagarlo con la solucidn ringer lactato que se
habia reservado previamente en una jeringa.

Figura 13: Llegada del ﬁltro al laboratono y etyuagado del mismo. Fuente Elaborac10n propia.

Como se comentd anteriormente, el filtro llega con espuma en la superficie a
causa del uso de la albimina bovina. Esta debe ser removida (Figura 14) para no
interferir en el proceso posterior de busqueda del embrion bajo la lupa.

Figura 14: Filtro antes (a) y después (b) de ser removida la espuma de la superficie. Fuente:
Elaboracion propia.

El siguiente paso a llevar a cabo es trasvasar el liquido restante del filtro a una
placa de petri con cuadricula para ser analizado bajo la lupa y asi poder recuperar el
embrion (Figura 15). H foco debe ser hecho en ¢l fondo de la misma ya que por su
peso relativo los embriones viables tienden a hundirse. A continuacion se muestran
algunas fotos como ejemplo de embriones encontrados en la solucion de lavado

siendo este liquido transparente y limpio.



Figura 15: Basqueda del embnon bajo la lupa y visualizacion del mismo. Fuente: Elaboracion propia.

Si en lugar de este liquido transparente uno encuentra liquido opaco, esto
estaria indicando un proceso de endometritis por lo que se da aviso al encargado para
que sea tratado y controlado. Si por otro lado se encuentra algo de sangre, esto
seguramente esté asociado a un masajeo vigoroso del utero y/o a la manipulacion del

catéter en lamanga.

Figura 16: Solucion S con 10% de suero fetal bovmo para enjuague y carga de la pajuela. Fuente:

Elaboracion propia.
El embrién encontrado es aspirado usando una pajuela de 0,5 cnt’ unida a una
jeringa como se mostré anteriormente y es transferido a una pequefia placa donde se

encuentran 4 gotas de solucion DPBS (Figura 16) en las cuales se llevara a cabo el
enjuague. Como se ve en la imagen anterior, tanto las gotas como la solucion que se
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utiliza posteriormente para llenar la pajuela de transferencia, se precalientan sobre la
platina témmica para asi mantener el embrion tibio durante €l proceso (35-38°C). El
embridn se pasa sucesivamente por las 4 gotas y asi es lavado con el fin de ayudar a
diluir cualquier microorganismo que pudiera haber sido introducido durante el lavaje
de la donante (Figura 17).

Figura 17: Observacion de embriones en las gotas de enjuague. Fuente: Elaboracion propia.

El siguiente paso consiste en preparar la pajuela para realizar la transferencia
(Figura 18). Se procede al llenado de la misma con la solucion precalentada siguiendo
el siguiente orden: liquido, aire, liqudo, aire, hquldo con el embridn, aire, liquido. Si
todavia queda lugar, se puede colocar una porcion mas de liquido como sucede en la
pajuela que se observa a continuacion. De esta manera, la primera columna de medio
sirve para lubricar la salida de la pajuela mientras que las 2 posteriores a la del
embrion sirven para asegurar la salida del mismo. Una vez cargada, la pajuela se
coloca dentro de la vaina (rodmda a su vez por una camisa sanitaria y se lleva junto
con la pistola de inseminacion a la manga.
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Figura 18: a) pajuela cargada con el embrion; b) Pajuela dentro de la vaina. Fuente: Elaboracion
propia.

En la manga ya se encuentra la receptora en espera; ésta ovulo el mismo dia
que la donante, el dia anterior (-1, cuerpo Itteo es un dia mas viejo que el de la
donante), o hasta tres dias después (+3, es decir, la receptora tiene un cuerpo Itteo
tres dias mas joven que la donante). Al igual que a la donante previo al lavaje, se le
eleva y ata la cola y sus cuartos traseros y zona del perin€ son lavados. El encargado
utiliza un guante plastico estéril en el brazo, se coloca gel lubricante estéril en el
dorso de sumano y sobre laVLﬂvadelayeguaytamlapmltade la vaina en la palma
de su mano protegiendo la punta con el pulgar. Introduce la vaima a través de la
vagina, la punta de la misma atraviesa el orificio cervical externo y se adelanta hacia
la luz del cuerpo uterino. En este momento se ensambla la pistola de inseminacion a
la vaina y una vez listo se descarga el embrion. Una vez finalizado el proceso, se
retira la vaina lentamente.

Por 1ltimo, la pajuela utilizada se lleva al laboratorio y se corrobora que se
haya descargado correctamente (Figura 19).

Pajuela utilizada

Figura 19: a) Vaina con la pajuela utilizada en su interior; bj'Péjuela unida a la pistola luego de ser
descargada. Fuente: Elaboracion propia.
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Resultados

El haras El Silencio aport6 los datos de lavajes y transferencias llevadas a
cabo desde la temporada 2010-2011 hasta la 2013-2014. A partir de ellas se llevo a
cabo el andlisis de resultados que a continuacion se desarrolla teniendo en cuenta que
algunos estudios no se pudieron hacer debido a que estos valores se obtuvieron de
una practica que no fue hecha con el fin de este trabajo sino solo como informacion
interna del establecimiento.

Se analizaron los datos de cada temporada por separado y luego se procedié a
la comparacion entre temporadas. Con este fin se establecio cudles son los periodos
de cabeza, cuerpo y cola propios del establecimiento:

o Catih]%zra: desde el comienzo de la temporada reproductiva hasta el 20 de
octubre.

e  Cuerpo: del 21 de octubre al 15 de enero.
e  (ola: del 16 de enero hasta el fin de la temporada reproductiva.

Resultados por temporada

- Temporada 2010-201 1

En la temporada 2010-2011 se trabaj6 con 31 yeguas donantes y se llevaron a
cabo 87 lavajes uterinos de los cuales en 49 de ellos (56%) se recuperaron embriones
(Gréfico 1).

Lavajes
Temporada 2010-2011

44% ’

Grafico 1: Lavajes de la temporada 2010-2011. Datos obtenidos a partir de la tabla 8 del Anexo.
Fuente: Elaboracion propia.

® Recuperados

No recuperados

De los 49 lavajes recuperados, 5 fueron dobles (se recuperaron 2 embriones en
cada lavaje) y 44 fueron simples, lo que representa un 10 y un 90% respectivamente
(Gréfico 2).



Lavajes recuperados
Temporada2010-2011

10%

= Simples
Dobles

Gréfico 2: Lavajes recuperados en la temporada 2010-2011. Datos obtenidos a partir de la tabla 8 del
Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

De los 54 embriones recuperados y transferidos 34 generaron prefiez (63%0),
19 no lo hicieron (35%) y 1 fue abortado (2%), por lo tanto el porcentaje total de
¢xito de la prefiez de esta temporada fue del 39% (Grafico 3).

Porcentaje de Prenez
Temporada 2010-2011

2%

!

m Prefieces logradas

m Prefieces no logradas
Abortos

Grdfico 3: Porcentaje de prefiez obtenido en la temporada 2010-2011. Datos obtenidos a partir de la
tabla 8 del Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

A continuacion se expresa como fue la distribucion de estos resultados en

funcion de la cantidad de dias en los periodos de cabeza (27 dias), cuerpo (87 dias) y
cola (92 dias) de la temporada reproductiva (Tabla 4 y Gréfico 4).
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Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefieces

realizados | recuperados | recuperados| logradas
Cabeza 0,37 0,15 0,15 0,04
Cuerpo 0,70 0,39 0,44 0,32
Cola 0,17 0,12 0,13 0,05

Tabla 4: Resultados obtenidos en funcion de la cantidad de dias por periodo de la temporada 2010-
2011. Fuente: Elaboracion propia.

Resultados

Temporada2010-2011
0,80
0,70
0,60 = Lavajesrealizados
0,50 Lavai g
0,40 ® Lavajesrecuperados
0,30 Embriones recuperados
0,20 m Prefieces logradas
0,10
0,00

Cabeza Cola

Cuermpo

Grafico 4: Distribucion de los resultados en funcion de la cantidad de dias por periodo, Temporada
2010-2011._Fuente: Elaboracion propia.

- Temporada 2011-2012

En la temporada 2011-2012 se trabajé con 27 yeguas donantes y se llevaron a
cabo 85 lavajes uterinos de los cuales en 54 de ellos (64%) se recuperaron embriones
(Gréfico 5).




Lavajes
Temporada 2011-2012

36% '

Gréfico 5: Lavajes de la temporada 2011-2012. Datos obtenidos a partir de la tabla 9 del Anexo.
Fuente: Elaboracion propia.

m Recuperados

No recuperados

De los 54 lavajes recuperados, 2 fueron multiples (se recuperaron 2 0 mas
embriones en cada lavaje) y 52 fueron simples, lo que representa un 4 y un 96%
respectivamente (Gréfico 6).

Lavajes recuperados
Temporada 2011-2012

4%

m Simples
Multiples

Gréfico 6: Lavajes recuperados en la temporada 2011-2012. Datos obtenidos a partir de la tabla 9 del
Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

De los 57 embriones recuperados, 35 generaron prefiez (61%), 15 no lo
hicieron (26%), 5 abortaron (9%) y 2 fueron vitrificados (4%o); estas vitrificaciones se
llevaron a cabo en forma de prueba ya que no se disponia de receptoras (Grafico 7).
Segtin 1o comunicado por el establecimiento, estos 2 embriones fueron transferidos en
la temporada siguiente (2012-2013) sin lograr prefiez, pero no son tenidos en cuenta
en este trabajo ya que no se cuenta con el dato preciso de en qué periodo fue realizada
esa transferencia, ni a qué receptora fueron destinados.

El porcentaje total de éxito de la prefiez de esta temporada fue del 41%.
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Porcentaje de prenez
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m Prefieces logradas

m Prefieces no logradas
Abortos
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Gréfico 7: Porcentaje de prefez obtenido en la temporada 2011-2012. Datos obtenidos a partir de la
tabla 9 del Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

A continuacion se expresa como fue la distribucion de estos resultados en
funcion de la cantidad de dias en los periodos de cabeza (25 dias), cuerpo (87 dias) y
cola (89 dias) de la temporada reproductiva (Tabla 5 y GraficoS).

Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefieces

realizados | recuperados| recuperados| logradas
Cabeza 0,28 0,16 0,16 0,12
Cuerpo 0,67 0,43 0,45 0,29
Cola 0,22 0,15 0,16 0,08

Tabla 5: Resultados obtenidos en funcion de la cantidad de dias por periodo de la temporada 2011-
2012. Fuente: Elaboracion propia.

Resultados
Temporada 2011-2012

0,7
0,6
0,5 m Lavajesrealizados
0,4 ® Lavajes recuperados
0,3 Embriones recuperados
0,2 m Prefeces logradas
0,1

0

Cabeza Cuerpo Cola

Grafico 8: Distribucion de los resultados en funcion de la cantidad de dias por periodo, Temporada
2011-2012. Fuente: Elaboracion propia.
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- Temporada 2012-2013

En la temporada 2012-2013 se trabajé con 25 yeguas donantes y se llevaron a
cabo 57 lavajes uterinos de los cuales en 34 de ellos (60%) se recuperaron embriones
(Grafico9).

Lavajes
Temporada 2012-2013

40% ’

Gréfico 9: Lavajes de la temporada 2012-2013. Datos obtenidos a partir de la tabla 10 del Anexo.
Fuente: Flaboracion propia.

m Recuperados

No recuperados

De los 34 lavajes recuperados, 4 fueron dobles y 30 fueron simples, lo que
representa un 12 y un 88%respectivamente (Grafico 10).

Lavajes recuperados
Temporada 2012-2013

12%

m Simples
Dobles

Grdfico 10: Lavajes recuperados en la temporada 2012-2013. Datos obtenidos a partir de la tabla 10
del Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

De los 38 embriones recuperados y transferidos 27 generaron prefiez (71%) y
11 no lo hicieron (29%), por lo tanto el porcentaje total de éxito de la prefiez de esta

temporada fue del 47%. En este periodo no se cuenta con el dato de abortos (Grafico
11).
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Porcentaje de prenez
Temporada 2012-2013

m Prefieces logradas

m Prefieces nologradas

Grafico 11: Porcentaje de prefiez obtenido en la temporada 2012-2013. Datos obtenidos a partir de la
tabla 10 del Anexo. Fuente: Flaboracion propia.

A continuacion se expresa como fue la distribucion de estos resultados en
funcion de la cantidad de dias en los periodos de cabeza (4 dias), cuerpo (87 dias) y
cola (11 dias) de la temporada reproductiva (Tabla 6 y Gréfico 12).

Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefieces

realizados | recuperados| recuperados| logradas
Cabeza 0,5 0,5 0,5 0,5
Cuerpo 0,57 0,33 0,38 0,26
Cola 0,45 0,27 027 0,18

Tabla 6: Resultados obtenidos en funcion de la cantidad de dias por periodo de la temporada 2012-
2013. Fuente: Elaboracion propia.

Resultados
Temporada 2012-2013

m Lavajesrealizados

® Lavajesrecuperados
Embriones recuperados

m Prefieces logradas

Cabeza

Cuerpo Cola

Grdfico 12: Distribucion de los resultados en funcion de la cantidad de dias por periodo, Temporada
2012-2013._Fuente: Elaboracion propia.




- Temporada 2013-2014

En la temporada 2013-2014 se trabajé con 23 yeguas donantes y se llevaron a

cabo 67 lavajes uterinos de los cuales en 30 de ellos (45%) se recuperaron embriones
(Gréfico 13).

Lavajes
Temporada 2013-2014

559% I m Recuperados
\ No recuperados

Gréfico 13: Lavajes de la temporada 2013-2014. Datos obtenidos a partir de la tabla 11 del Anexo.
Fuente: Flaboracion propia.

De los 30 lavajes recuperados, 7 fueron dobles y 23 fueron simples, lo que
representa un 23 y un 77%respectivamente (Grafico 14).

Lavajes recuperados
Temporada 2013-2014

23%

m Simples
Dobles

Gréfico 14: Lavajes recuperados en la temporada 2013-2014. Datos obtenidos a partir de la tabla 11
del Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

De los 37 embriones recuperados y transferidos 25 generaron prefiez (68%) y
12 no lo hicieron (32%), por lo tanto el porcentaje total de €xito de la prefiez de esta

temporada fue del 37%. En este periodo no se cuenta con el dato de abortos (Grafico
15).
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Porcentaje de prenez
Temporada 2013-2014

m Prefieces logradas

m Prefieces no logradas

Gréfico 15: Porcentaje de prefiez obtenido en la temporada 2013-2014. Datos obtenidos a partir de la
tabla 11 del Anexo. Fuente: Flaboracion propia.

A continuacion se expresa como fue la distribucion de estos resultados en
funcion de la cantidad de dias en los periodos de cabeza (8 dias), cuerpo (87 dias) y
cola (5 dias) de la temporada reproductiva (Tabla 7 y Grafico 16).

Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefieces

realizados | recuperados | recuperados| logradas
Cabeza 0,63 0,25 0,38 0,25
Cuerpo 0,63 0,29 0,34 0,23
Cola 14 06 038 0,6

Tabla 7: Resultados obtenidos en funcion de la cantidad de dias por periodo de la temporada 2013-
2014. Fuente: Elaboracion propia.

Resultados
Temporada 2013-2014
1,40
1,20
1,00 m Lavajesrealizados
0,80 ® Lavajes recuperados
0,60 1 I -E Embriones recuperados
0,40 m Prefieces logradas
0,20
0,00
Cabeza Cuerpo Cola

Gréfico 16: Distribucion de los resultados en funcion de la cantidad de dias por periodo, Temporada
2013-2014. Fuente: Elaboracion propia.



Comparacion entre temporadas

Con el fin de realizar una correcta comparacion entre temporadas, se procedid
al analisis de las distintas variables en funcion de la cantidad de dias comprendidos en
cada periodo. Por otro lado, con el fin de poder comparar los resultados obtenidos en
el establecimiento El Silencio con aquellos bibliograficos presentados anteriormente,
se llevod a cabo el analisis de los valores absolutos de cada variable, sin tener en
cuenta dichos dias.

- En funcion de los dias

La cantidad de lavajes realizados por dia (Grafico 17) vari6 de una t

a otra, sin embargo en todas ellas el cuerpo (el cual en todas fue de 87 dias) presentd
valores similares, desde 0,57 a 0,70. A la hora de amalizar la cabeza y la cola los
valores varian de manera considerable principalmente por la diferencia en la cantidad
de dias por periodo: en las temporadas 2010-2011 y 2011-2012 se observd una
distribucion similar ya que estos periodos tuvieron casi la misma duracién mientras
que las temporadas 2012-2013 y 2013-2014 tuvieron sus periodos de cabeza y cola
mucho mas cortos y por lo tanto la relacion de la cantidad de lavajes realizados por
dia aumento. Esto se observo claramente en el alto valor alcanzado (1,40) en la cola
de la temporada 2013-2014 el cual surge de los 7 lavajes que se hicieron en el lapso
de 5 dias.

Lavajes realizados por dia

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00
Cabeza Cuerpo Cola
m2010-2011 0,37 0,70 0,17
2011-2012 0,28 0,67 0,22
m2012-2013 0,50 0,57 0,45
m2013-2014 0,63 0,63 1,40

Gréfico 17: Comparacion entre temporadas de lavajes realizados por dia. Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto a los lavajes recuperados por dia (Grafico 18), aunque los valores
son menores, todas las temporadas volvieron a obtener resultados similares en el
cuerpo. En cuanto a la cola, se volvio a ver representado el aumento en las tltimas 2
temporadas debido a la disminucion en los dias manteniendo la misma relacion que
se observo en los lavajes realizados. En el periodo de cabeza se observo que la
temporada 2012-2013 presentd el mismo valor (0,50) que en los lavajes realizados,
eso quiere decir que se recuperd el 100% de los lavajes realizados (2 lavajes
recuperados de 2 lavajes realizados) en ese periodo.

Lavajes recuperados por dia

0,70

0,60

0,50

0,40

0,30

0,20

0,10

0,00
Cabeza Cuerpo Cola
m2010-2011 0,15 0,39 0,12
2011-2012 0,16 0,43 0,15
m2012-2013 0,50 0,33 0,27
m2013-2014 0,25 0,29 0,60

Gréfico 18: Comparacion entre temporadas de lavajes recuperados por dia. Fuente: Elaboracién
propia.

Los embriones recuperados (Grafico 19) presentaron la misma distribucion
que los lavajes recuperados con la diferencia que los valares por dia aumentaron
debido a la recuperacion doble o mulltiple (segin 1a temporada).



Embriones recuperados por dia
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m=2010-2011 0,15

0,44
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2011-2012 0,16

0,45
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m2012-2013 0,50
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0,27

m2013-2014 0,38

0,34
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Grafico 19: Comparacion entre temporadas de embriones recuperados por dia. Fuente: Elaboracion

propia.

Las prefieces logradas por dia (Gréafico 20) siguieron la nmisma distribucion

que se vio para las variables arteriores. Las temporadas 2010-2011 y 2011-2012

presentaron la distribucion nommal que se esperaria con mejores resultados en su
cuerpo y con su cabeza y cola reducidos. La temporada 2012-2013 presentd un gran

aumento en su cabeza dado por las 2 prefieces logradas en un periodo de solo 4 dias y
al revés se podria decir con que pasé con la temporada 2013-2014 que vio aumentada

su cola por las 3 prefieces logradas en un periodo de solo 5 dias.
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Preneces logradas por dia
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0,00
Cabeza Cuerpo Cola
m2010-2011 0,04 0,32 0,05
2011-2012 0,12 0,29 0,08
m2012-2013 0,50 0,26 0,18
m2013-2014 0,25 0,23 0,60

Grafico 20: Comparacion entre temporadas de prefieces logradas por dia. Fuente: Elaboracion propia.

- En funcion de los valores absolutos

A la hora de analizar los datos sin tener en cuenta los dias que corresponden a

cada periodo, se observo que los resultados varian en gran medida.

La cantidad de lavajes realizados varié de una temporada a otra pero en todos

los casos la distribucion porcentual (Gréafico 21) en cabeza, cuerpo

cuerpo en las temporadas 2012-2013 y 2013-2014.

y cola fue similar.
En el caso de las temporadas 2010-2011 y 2011-2012, se observo que la cola tuvo un
porcentaje de entre 18 y 24% (mayor a las otras 2 que apenas si alcanzaron el 10%) lo
que demuestra que la cantidad de lavajes realizados estuvo mas concentrado en el



Lavajes realizados
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Cabeza Cuerpo Cola
m2010-2011 11% 70% 18%
2011-2012 8% 68% 24%
m2012-2013 4% 88% 9%
m2013-2014 7% 82% 10%

Grafico 21: Comparacion Porcentual: Lavajes realizados. Valores obtenidos a partir de la tabla 12 del
Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

Los porcentajes de lavajes recuperados (Grafico 22) variaron entre 45 y 64%
siendo la ltima temporada la de menor porcentaje diferenciandose notablemente de
las demas; el motivo de este descenso se desconoce. En este caso, al igual que en el
caso de los lavajes realizados, se observo la diferencia marcada en la cola entre las 2
primeras temporadas y las 2 restantes. Aqui también se notd que las temporadas
2010-2011 y 2013- 2014 lograron un porcentaje méas bajo de lavajes recuperados en el
cuerpo, sin embargo al considerar el total, la temporada 2010 2011 no se vio tan
influenciada por éste ya que compensé con Ta mayor cantidad de lavajes realizados y

recuperados de la cola de temporada.
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Lavajes Recuperados

70%
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20%
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Cabeza Cuerpo Cola TOTAL

=2010-2011 5% 39% 13% 56%
2011-2012 5% 44% 15% 64%
m2012-2013 4% 51% 5% 60%
m2013-2014 3% 38% 5% 45%

Grafico 22: Comparacion Porcentual: Lavajes Recuperados. Valores obtenidos a partir de la tabla 13
del Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

Los embriones recuperados (Grafico 23) presentaron una distribucion similar
a la de los lavajes recuperados aunque todos aumentaron en mayor o menor medida;
su variacion la dieron las recuperaciones miiltiples que se observaron a lo largo de
toda la temporada. H mayor crecimiento se observo en la tltima temporada en 1a cual
la diferencia entre lavajes recuperados (45%) y embriones recuperados (55%) es de
un 10%, lo que pone de manifiesto la importancia de tener ovulaciones mitltiples ya
que gracias a ellas la efectividad de la transferencia tiene la posibilidad de aumentar

en gran medida a pesar del bajo porcentaje de lavajes recuperados.
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Embriones Recuperados
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=2010-2011 5% 44% 14% 62%
2011-2012 5% 46% 16% 67%
m2012-2013 4% 58% 5% 67%
m2013-2014 4% 45% 6% 55%

Grafico 23: Comparacion Porcentual: Embriones Recuperados. Valores obtenidos a partir de la tabla
14 del Anexo. Fuente: Flaboracion propia.

Cuando se analizo el éxito en la transferencia embrionaria (Grafico 24) se
establecid cuantas prefieces se lograron con respecto a los embriones que fueron
recuperados y transferidos. En este caso se pudo notar que las tltimas 2 temporadas
lograron los mejores resultados de €xito en transferencia, 71 y 68%, aunque fueron
las temporadas con menor cantidad de lavajes y embriones recuperados. A su vez, los
mayores éxitos en la transferencia se observaron en el cuerpo de la t
notando que cuanto mayor es el porcentaje que se desvia hacia la cola de temporada,
menor es el porcentaje total de la temporada, no siendo, de todas formas,
directamente proporcional.
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Exito en la Transferencia Embrionaria
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Cabeza Cuerpo Cola TOTAL

m2010-2011 2% 52% 9% 63%
2011-2012 5% 44% 12% 61%
m2012-2013 5% 60% 5% 71%
m2013-2014 5% 54% 8% 68%

Grafico 24: Comparacion porcentual: Exito en la Transferencia Embrionaria. Valores obtenidos a
partir de latabla 15 del Anexo. Fuente: Elaboracion propia.

A pesar de todo esto, el porcentaje a tener en cuenta a la hora de analizar el
éxito de esta practica aplicada en el campo, es el porcentaje total de éxito de prenez
por ciclo (Grafico 25), representando asi a las prefieces logradas en funcion de los
lavajes realizados. En este caso “H Silencio’” alcanzd porcentajes entre 37 y 47%. Se
podria creer que el mayor éxito de prefiez logrado (47% temporada 2013—2014) es
debido al mayor éxito en la transferencia (71%), sin embargo, €l peor €xito de prenez
logrado (37% temporada 2012-2013) coincide con el segundo mejor éxito en la
transferencia (68%) lo que nos demuestra que el éxito de prefiez por ciclo se
encuentra influenciado por toda la cadena de trabajo y no por un tinico factor.

A continuacion se muestra el detalle de como fue la distribucion de ese
porcentaje logrado por temporada y por periodo.
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Gréfico 25: Porcentaje Total del Exito de Prenez por Ciclo. Fuente: Elaboracion propia.

Discusion de resultados

La primer diferencia notable que surgid en el anlisis realizado es que las
primeras 2 temporadas fueron considerablemente més largas (206 y 201 dias
respectivamente) respecto de las 2 ultimas (102 y 100 dlas respectivamente),
diferencia que se dio principalmente por el largo de la cola. Este fin anticipado de las
temporadas 2012-2013 y 2013-2014 se produjo principalmente por la falta de
receptoras aunque también intervinieron otros factores internos del establecimiento.
De cualquier manera, en lineas generales, el fin anticipado no significd una
disminucion de los resultados finales ya que los lavajes y recuperaciones que se
hicieron en esos periodos fueron de mayor eficiencia que aquellos realizados en las
temporadas 2010—201 1 y2011-2012.

A la hora de definir el éxito de la transferencia, lo mas importante a tener en
cuenta es el nimero de prefieces logradas. Teniendo esto en cuenta, observando que
se lograron 34 y 35 prefieces en las temporadas 2010-2011 y 2011-2012 contra 27 y
25 prefieces en las temporadas 2012-2013 y 2013-2014, se podria decir que las 2
primeras fueron las méas exitosas. Sin embargo, altenerencuentaqueparalas 2
primeras se necesitaron el doble de dias que para las dltimas 2, se pudo concluir que
las temporadas 2012-2013 y 2013-2014 fueron mucho mas eficientes; de hecho,
como vimos anteriormente, sus porcentajes de €xito de transferencia fueron de 71 y
68% respectivamente y el porcentaje total de éxito de prefiez fue de 47 y 37%, muy
cercanos alos 39y 41% de las temporadas 2010-2011 y 2011-2012 (porcentaps que
se calcularon sin tener en cuenta la cantidad de dias por periodo). Esto quiere decir
que a pesar de haber sido las temporadas més cortas, con menor cantidad de lavajes y
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con menores prefieces totales logradas, se obtuvieron muy buenos resultados y hasta
seria prudente analizar para el futuro del establecimiento, si es conveniente hacer

temporadas mas largas que tengan més gastos por mantener la ciclicidad de las
yeguas por mas tiempo o si es mas conveniente acortar la temporada, concertrarla
mas en el cuerpo y lograr mejores resultados desde este lugar.
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Conclusiones

Habiendo analizado el método de transferencia embrionaria equina en
profundidad y habiendo llevado a cabo la practica a campo, pude aprender el
funcionamiento de dicho trabajo. Es un método relativamente sencillo de llevar a
cabo pero es fundamental el contar con personal capacitado y trabajo en equipo para
lograrlo. En el caso de El Silencio, esto es algo muy bien organizado y llevado a cabo
mediante el encargado, sus colaboradores y el veterinario, contando con una gran
experiencia laboral y una excelente relacion interpersonal lo que se ve plasmado en
los resultados analizados.

Como hemos visto, en condiciones ideales (personal con experiencia, uso de
donantes, receptoras y padrllos fértiles, entre otras cosas) podria esperarse un
porcentaje de recuperacion del 50-70% y un éxito en la transferencia del 50-70%,
resultando un porcentaje total de éxito de prefiez del 25-50°% por ciclo. Al analizar los
datos de H Silencio vemos que su porcentaje de embriones recuperados se encuentra
dentro del 55-67% y su éxito de transferencia es del 61-71%, resultando en un
porcentaje total de éxito de prenez del 37-47%, motivo por el cual podemos concluir
que el establecimiento se encuentra dentro de los porcentajes internacionales
esperados para esta practica e inclusive por arriba de la media.

La criopreservacion es una variante muy importante a tener a cuenta a la hora
de no tener receptoras disponibles, problema que es habitual al principio y
principalmente al fin de la temporada reproductiva. Como hemos visto en este
trabajo, los métodos de refrigeracion y witrificacion son los mas propicios para
resolver el problema debido a su relativamente sencilla forma de llevarse a cabo y a
su bajo costo. Dado que H Silencio no tiene el contacto para transferir los embriones
a receptoras de otros establecimientos dentro de las 24 hs, considero que su mejor
opcion seria la vitrificacion, pudiendo asi transferir esos embriones tiempo més tarde
a sus mismas receptoras o generando un posible trabajo para el futuro como podria
ser vender esos embriones a tercercs. De esta manera recordemos que si el 30% de
los embriones wvitrificados (porcentaje que creo posible de alcanzar en el
establecimiento debido a las excelentes condiciones de trabajo ya rrnnmonadas)
logran uma prefiez, entonces el porcentaje de €xito por ciclo reproductivo seria aun
mayor y por lo tanto se cumpliria con el objetivo principal del campo de obtener cada
vez un mejor indice reproductivo.
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ANEXO

Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefieces | Dias por
realizados | recuperados | recuperados| logradas | periodo
Cabeza 10 4 4 1 27
Cuerpo 61 34 38 28 87
Cola 16 11 12 5 R
TOTAL 87 49 54 34 206
Tabla 8: Datos del periodo 2010-201 1. Fuente: Elaboracion propia.
Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefeces | Dias por
realizados | recuperados | recuperados| logradas | periodo
Cabeza 7 4 4 3 25
Cuerpo 58 37 39 25 87
Cola 20 13 14 7 89
TOTAL 85 54 57 35 201
Tabla 9: Datos del periodo 2011-2012. Fuente: Elaboracion propia.
Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefeces | Dias por
realizados | recuperados| recuperados| logradas | periodo
Cabeza 2 2 2 2 4
Cuerpo 50 29 33 23 87
Cola 5 3 3 2 11
TOTAL 57 34 38 27 102
Tabla 10: Datos del periodo 2012-2013. Fuente: Elaboracion propia.
Lavajes | Lavajes | Embriones | Prefeces | Dias por
realizados | recuperados | recuperados| logradas | periodo
Cabeza 5 2 3 2 8
Cuerpo 55 25 30 20 87
Cola 7 3 4 3 5
TOTAL 67 30 37 25 100
Tabla 11: Datos del periodo 2013-2014. Fuente: Elaboracion propia.
Cabeza | CQuerpo Cola TOTAL
2010-2011 10 61 16 87
2011-2012 7 58 20 85
2012-2013 2 50 5 57
2013-2014 5 55 7 67

Tabla 12: Comparacion cuantitativa de lavajes. Fuente: Elaboracion propia.




Cabeza | Cuerpo Cola TOTAL
2010-2011 4 34 11 49
2011-2012 u 37 13 54
2012-2013 2 29 3 34
2013-2014 2 25 3 30
Tabla 13: Comparacion cuantitativa de lavajes recuperados. Fuente: Elaboracion propia.
Cabeza | Cuerpo Cola TOTAL
2010-2011 4 38 12 54
2011-2012 4 39 14 57
0122013] 2 33 3 38
2013-2014 3 30 4 37
Tabla 14: Comparacion cuantitativa de embriones recuperados. Fuente: Elaboracion propia.
Cabeza | Cuerpo Cola TOTAL
20102011] 1 28 5 34
011-2012| 3 25 7 35
012-2013] 2 23 2 27
2013-2014 2 20 3 25

Tabla 15: Comparacion cuantitativa de prefieces. Fuente: Elaboracion propia.
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