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RESUMEN

La industria equina a nivel mundial esta en crecimiento. Esto se ve reflejado por el
aumento de actividades ecuestres y competencias internacionales, en las que
participan caballos de gran valor genético y potencial deportivo. Lo mismo ocurre en
Uruguay, donde ademas existe una cultura fuertemente arraigada al caballo y el sector
ecuestre ha sido siempre una fuente de trabajo muy valiosa para la poblacién. Este
desarrollo ha repercutido en los Veterinarios, que hasta hace poco tiempo abarcaran
todos los escenarios de la atencion veterinaria equina, sin centrarse en uno de ellos.
En la actualidad, son cada vez mas los profesionales especializados en las diferentes
areas, ya sea clinica deportiva, cirugia, odontologia, etc. El area de la reproduccion
particularmente, ha ido ganando protagonismo desde el surgimiento de las
biotecnologias reproductivas. Estas no solo son necesarias para resolver problemas
de subfertilidad/infertilidad, sino también para producir potros con mayor eficiencia, y
conservar especies en peligro de extincion. La Inseminacion Artificial (IA) y la
Transferencia de Embriones (TE) se han investigado en profundidad por mucho
tiempo y se tiene bastante conocimiento sobre ellas. En nuestro pais son las Unicas
biotecnologias que se han implementado hasta el momento, razon por la cual se las
desarrollard en mayor medida. Técnicas mas nuevas como la Aspiracion Folicular, la
Maduracidn in vitro de ovocitos, la Inyeccién Intracitoplasmatica de Espermatozoides
(de su sigla en inglés: ICSI) y la Criopreservacion de gametos y embriones, han ido
ganando terreno en estos Ultimos afios. De igual forma lo vienen haciendo la
Transferencia Nuclear de Células Somaticas (TNCS) y la Ediciébn Génica, que
permiten obtener individuos con caracteristicas deseadas. A partir de una vasta y
actualizada investigacion bibliografica, en esta monografia se pretende exponer las
Técnicas de Reproducciéon Asistida (TRA) que se aplican en la especie equina,
conocer su evolucion a lo largo de los afios y finalmente evaluar su aplicabilidad en
Uruguay Y el resto del mundo.



SUMMARY

The equine industry worldwide is growing. This is reflected by the increase in
equestrian activities and international competitions, in which horses of great genetic
value and sporting potential participate. The same happens in Uruguay, where there
is also a culture strongly rooted to the horse, and the equestrian sector has always
been a very valuable source of work for the population. This development has had an
impact on Veterinarians, who until recently, used to cover all scenarios of equine
veterinary care, without operating in one of them solely. At present, there are more and
more professionals specialized in different areas, be it sports clinic, surgery, dentistry,
etc. The area of reproduction, in particular, has been gaining protagonism since the
emergence of reproductive biotechnologies. These are not only necessary to resolve
subfertility/infertility problems, but also to produce foals more efficiently, and conserve
endangered species. Atrtificial Insemination (Al) and Embryo Transfer (ET) have been
extensively researched for a long time and are widely known. In our country they are
the only biotechnologies that have been implemented so far, reason why they will be
developed in a more extensive way. Newer techniques such as Follicular Aspiration,
In vitro maturation of oocytes, Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) and
Cryopreservation of gametes and embryos have been gaining ground in the last years.
Somatic Cell Nuclear Transfer (SCNT) and Gene Editing have also been doing it, which
allow to obtained individuals with desired characteristics. Based on a vast and up-to-
date bibliographical research, this monograph intends to expose the Assisted
Reproduction Techniques (ART) that are applied in the equine species, to know their
evolution over the years and finally to evaluate their applicability in Uruguay and in the
rest of the world.



1. INTRODUCCION

El stock equino a nivel mundial alcanza las 59 millones de cabezas. Los paises con
mayor poblacion equina son Estados Unidos, México y Brasil. En este ranking,
Argentina y Uruguay ocupan el puesto 7° y 24° respectivamente (Uruguay Siglo XXI,
2021). Con respecto a las actividades ecuestres en nuestro pais, la hipica es la que
nuclea la mayor cantidad de animales en competencia (39%), seguido por el enduro
(22%), razas funcionales (13%), raid (11%) y polo (5%) (Ferrari, Sader, Pérez, Lépez
y Recuero, 2012). Uruguay cuenta con preciados recursos naturales y humanos para
el desenvolvimiento del sector, en el cual en estos ultimos afios, los valores
monetarios de los caballos deportivos, en su mayoria los de enduro y raid, han
aumentado considerablemente (Cazales, 2017).

A este aumento se lo ha asociado con un mayor interés por la genética de los caballos
uruguayos que se ha generado a nivel mundial, y que de alguna forma también explica
el crecimiento sostenido del area de la reproduccion. Este progreso incita a los
criadores a trabajar con mayor profesionalismo, necesitando de personal capacitado
y de la aplicaciéon de biotecnologias, para asi poder cumplir con las demandas del
mercado (Cazales, 2017). Segun el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca,
Uruguay cuenta con mas de 400.000 cabezas de equinos (Iribarren y Navarro, 2020)
y el agronegocio del caballo emplea de manera directa e indirecta unas 200.000
personas (Cazales, 2017).

El campo de aplicacion de las biotecnologias reproductivas en equinos es similar al
de humanos: reproducir individuos con barreras fisioldgicas y patoldgicas para generar
nueva descendencia (Baca Castex y Miragaya, 2015). A pesar de que existen grandes
diferencias entre los caballos y los humanos, en cuanto a la anatomia reproductiva, la
dinamica folicular, la mono-ovulacién y la cinética del desarrollo embrionario hasta el
estadio de blastocisto, estos presentan muchas similitudes. EI conocimiento reciproco
de las técnicas de reproduccion asistida tanto en mujeres como en yeguas, tiene la
capacidad de integrarse para su posterior aplicacion, siendo que algunas técnicas han
sido dominadas en humanos pero no en caballos y viceversa (Benammar y col.,
2021).

Con relacion también a la salud humano-animal, la investigacion y la importancia en
la produccion de equinos, vale la pena destacar el rol de estos ultimos en las Terapias
Asistidas con Animales. Estas tratan sobre la prevencion y tratamiento de patologias
humanas, tanto fisicas como psiquicas; y en las Actividades Asistidas con Animales,
en las que no se tienen objetivos terapéuticos definidos, pero se fundamentan en
promover beneficios motivacionales, educativos y recreativos que puedan aumentar
la calidad de vida de las personas (Ares, 2019).

En otro orden de cosas, las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) pueden permitir
salvar especies en peligro de extinciébn, como lo fue en el caso de “Kurt”, el primer
caballo de Przewalski clonado con éxito en el mundo. Nacié en Texas, el 6 de agosto
de 2020. El potro nacido de una madre subrogada, es un clon de un caballo de
Przewalski macho, cuyo ADN fue criopreservado hace 40 afios en un Zoolégico de



San Diego, EEUU. Gracias a los cientificos fue posible restaurar esa genética, que de
otro modo se hubiera perdido en el tiempo, y que ha proporcionado un modelo
importante para futuros esfuerzos de conservacion (Revive y Restore, 2020)

2. OBJETIVOS

Objetivo General.

Exponer las biotecnologias de la reproduccion que se aplican en la especie equina.
Objetivos Especificos.

Desarrollar la evolucién de estas técnicas a partir de una investigacion bibliografica
vasta y actualizada, principalmente de los ultimos cinco afos.

Evaluar su aplicabilidad tanto en Uruguay como en el resto del mundo.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA
3. 1 Técnicas que utilizan gametos
3. 1. 1 Inseminacion Artificial (1A)

3. 1. 1.1 Evolucién y aplicabilidad

La primera mencion de utilizacion de la Inseminacion Atrtificial en equinos, la cual fue
registrada en textos arabes, data del siglo XIV. A fines del siglo XIX y principios del
XX, el caballo era utilizado en masa, principalmente en la guerra, produccion
agropecuaria y como medio de transporte. Luego de la introduccién de los motores de
combustion en el area automotriz, la poblacién equina se redujo a nivel mundial. Al
mismo tiempo, se genero falta de interés por parte de los criadores que dejaron de
destinar recursos para la investigacion, y las asociaciones de la mayoria de las razas,
no permitieron el uso de la IA o lo hicieron con restricciones (Brass, 2001).

Luego de la Segunda Guerra Mundial, la 1A continu6 su aplicacién pero en una
poblacién reducida de caballos. A partir de la década de los 1970, la produccion equina
comenz6 a experimentar un auge principalmente en el empleo de caballos deportivos
y actividades de placer, siendo el Stud Book del Pura Sangre Inglés (PSI), la Gnica
asociacion de criadores que aun se opone a su implementacion. El resto de las razas
la han permitido sin restricciones, dando un puntapié para el desarrollo de nuevas TRA
(Brass, 2001; Prell, McCue, Moffet y Graham, 2020); estos cambios también fueron
acompafados por el uso de la ultrasonografia, la cual revolucionoé la industria equina
en las décadas de los 70 y 80 (Squires, 2020).

Esta técnica, que consiste en depositar el semen del padrillo en el tracto reproductor
de la yegua, tiene un sin fin de cualidades que merecen ser mencionadas. Para
empezar, permite un mejor aprovechamiento de los reproductores, ya que es posible
aumentar las tasas de prefiez de yeguas con patologias reproductivas, con
temperamento dificil, o cualquier otra alteracion que dificulte el servicio por monta
natural, y el semen de los padrillos, puede usarse con mas eficiencia para cubrir un
mayor numero de yeguas por eyaculado. Se evita el transporte de las yeguas, que
pueden estar con potrillo al pie, hasta el lugar donde se encuentra el reproductor y
viceversa; se reduce el riesgo de accidentes y se previene el contagio de
enfermedades venéreas (Brass, 2001). “Quiza sea la biotecnologia con mayor
impacto en la produccién equina, pues un padrillo puede dejar centenares de
descendientes a lo largo de su vida reproductiva, si esta es usada eficientemente” (De
Almeida y Oliveira, 2021).

La recoleccion del semen es una parte esencial para el éxito en los programas de IA.
La calidad del semen recolectado depende de numerosos factores como la libido,
época del afio, edad, raza, actividad sexual y la higiene necesaria durante la
recoleccion, para evitar cualquier tipo de contaminacion con elementos espermicidas.
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En ocasiones, puede ser necesaria la estimulacion manual o quimica para obtener el
eyaculado. Se lo puede recolectar por medio de un preservativo o con el uso de Vagina
Artificial (VA), la herramienta mas utilizada hoy en dia. Hay varios modelos de VA
disponibles comercialmente y el uso de una u otra, dependeré de las preferencias del
profesional o del padrillo en particular (Alvarez, 2020).

También se puede obtener semen de la cola del epididimo. Esto generalmente se
efectla en animales castrados, recién sacrificados, que han sufrido muerte subita o
con patologias del tracto genital que impidan la eyaculacion. Sobre todo en animales
de alto valor genético con enfermedades repentinas o lesiones graves (Mir6 et al.,
2020). La calidad en cuanto a motilidad del semen extraido de la cola del epididimo y
del eyaculado por VA han sido comparadas y no se han visto grandes diferencias,
tampoco en relacion a defectos morfoldgicos, de viabilidad espermatica o tasas de
prefiez, por lo que se la considera una herramienta muy util en determinadas
circunstancias (Alvarez, 2020).

El semen se evalla de forma macroscopica y microscopica; los parametros
frecuentemente utilizados en IA incluyen: volumen total (sin gel), concentracion
espermatica, motilidad total y progresiva, vigor, morfologia espermatica, entre otros.
Algunos animales con aparente buena calidad seminal, pueden mostrar pobres tasas
de fertilidad y necesitan de estudios méas exhaustivos (Alvarez, 2020). En la IA, los
resultados de la evaluacion del semen se deben asociar al conocimiento del historial
de las yeguas, que pueden afectar la fertilidad potencial del padrillo (Kowalczyk,
Czerniawska-Piatkowska y Kuczaj, 2019). Hoy en dia el sistema CASA (Computer
Assisted Sperm Analyses) es una herramienta muy eficiente para estudiar el semen,
pero a pesar de la inmediatez y precision de estos softwares, varios profesionales alun
confian y hacen uso del analisis no automatizado con microscopios de buena calidad
y contraste de fase, debido al alto costo de los sistemas computarizados (Giaretta et
al., 2017).

El eyaculado es una suspension liquida compuesta de espermatozoides y Plasma
Seminal (PS), el cual no debe ser expuesto a dafios mecéanicos, luz, frio o calor y el
equipo en contacto con los espermatozoides debe ser calentado de forma adecuada,
estar seco, limpio y libre de residuos toxicos (Alvarez, 2020). El plasma seminal es el
componente del eyaculado que contiene secreciones de los testiculos, epididimos y
de las glandulas sexuales accesorias (Neuhauser, Gosele y Handler, 2018). Participa
en la maduracion final del espermatozoide, estabiliza la superficie de la membrana
espermatica, tiene capacidad antioxidante y sirve como vehiculo de los
espermatozoides eyaculados, protegiéndolos en el transporte a través del aparato
reproductor femenino (Alvarez, 2020; Mir6 et al., 2020).

Sin embargo, el PS normalmente se separa casi en su totalidad de los
espermatozoides durante el proceso de criopreservacion, ya que se ha demostrado
gue puede interferir con la congelabilidad del semen, disminuyendo el porcentaje de
espermatozoides viables posdescongelacion (Alvarez, 2020). En la bibliografia,
mientras algunos autores destacan sus beneficios, otros remarcan sus perjuicios, por
lo que existen muchas contradicciones. Esta confusion se debe a que los efectos y el
rol del PS durante el almacenamiento del semen a bajas temperaturas, no estan del
todo claro (Al-Essawe, Johannisson, Wulf, Aurich y Morrel, 2018).
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De acuerdo con Papin et al. (2021), la remocién de la mayor parte del PS, tiene un
papel benéfico en la estabilizacién de la membrana espermatica y podria reducir el
dafio a la cromatina al remover las fuentes de Especies Oxigeno Reactivas (ROS).
Por otro lado, se ha reportado que es conveniente la sustitucion de una fraccién de
PS (1% a 20%) de buena calidad, en padrillos malos congeladores, para mejorar la
motilidad de los espermatozoides posdescongelacion (Papas et al., 2019); de forma
similar Sabatini, Rota, Panzani, Tesi y Camillo (2018), expresaron que la adicion de
PS después de la descongelacion ha mostrado efectos positivos en los
espermatozoides, tales como mayor viabilidad e integridad de la membrana del
acrosoma. Las caracteristicas del semen posdescongelacion de padrillos “malos
congeladores” se mejoraron con la adicion de 5% a 30% de PS de padrillos con
fertilidad comprobada.

La integridad de la membrana plasmatica, del acrosoma y la ausencia de acumulacion
de ROS durante el almacenamiento del semen, son factores fundamentales para
establecer una prefiez viable (Al-Essawe et al., 2018). La membrana plasmaética de
los espermatozoides tiene un elevado contenido de &cidos grasos poliinsaturados, 1o
cual la hace ser muy sensible al estrés oxidativo (desequilibrio entre la produccion de
ROS y la capacidad antioxidante) y la subsecuente peroxidacion lipidica (Papas et al.,
2019). Las ROS son producidas por organismos Vvivos como resultado del
metabolismo celular normal y juegan un papel benéfico en la proteccion contra el
estrés celular. Sin embargo, ante un desbalance, estas pueden causar dafio a
componentes celulares como lipidos, proteinas o ADN (Varga, Serres, Gosalvez,
Bartolomé y Crespo, 2018).

3. 1. 1. 2 Concentracioén, seleccion y sexado de semen

Existen procedimientos para concentrar y/o seleccionar los espermatozoides. De esta
forma, es posible mejorar la calidad del semen previo a la IA. Algunos de ellos separan
el PS de los espermatozoides Unicamente y otros, ademas de esto, permiten
seleccionar aquellos que tienen la mejor capacidad para fecundar (Morrel y Rodriguez-
Martinez, 2011).

Para concentrar los espermatozoides y remover el PS, la centrifugacion es el método
comunmente utilizado, pero si esta es usada de forma inadecuada, la fuerza y la
duracion de las rotaciones, pueden afectar la integridad de la membrana espermatica
y la motilidad (Simioni et al., 2019). Con el empleo de membranas hidrofilicas
sintéticas como el Spermfilter® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), el semen diluido
se coloca en este filtro y mediante suaves movimientos, el plasma se elimina por
capilaridad y los espermatozoides quedan retenidos en la membrana. De esta manera
se evitan los efectos adversos de la centrifugacion, como también la necesidad de
cargar con la centrifuga (Simioni et al., 2019).

Otra alternativa para reducir estos dafios, es el uso de un “colchén de centrifugacién”,
como lo es RedCushion® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), que tiene la capacidad
de amortiguar los espermatozoides y asi reducir el dafio durante la centrifugacion.
Produce pellets menos compactos, con una alta tasa de recuperacion de
espermatozoides, debido a la posibilidad de trabajar con intensidades y tiempos de
centrifugacion superiores a los utilizados en protocolos convencionales; por tener una
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coloracién rojiza, RedCushion®, permite una facil visualizacion del sedimento y su
remocion (Botupharma, 2022).

El objetivo en la seleccidon de espermatozoides, es la mejora cuantitativa y cualitativa
del semen cuando se lo compara con el eyaculado inicial (Larentis, Camozzato,
Bastos, Gregory y Mattos, 2018). En la seleccion se obtiene un menor nimero de
espermatozoides que la muestra inicial pero con mejores caracteristicas. Estas se
basan en la migracion espermética, con la que se obtienen espermatozoides con
mayor motilidad (Swim-Up); filtracion, donde se colectan células con mejor integridad
de membrana (filtros con lana de vidrio o Sephadex); y la centrifugacion coloidal, cuyo
resultado es la obtencidon de una poblacion espermatica con mayor motilidad, mayor
proporcion de espermatozoides morfolégicamente normales y menor proporcion de
espermatozoides con cambios apoptdticos. A su vez, la centrifugacion coloidal puede
dividirse en centrifugacion en una Unica capa y centrifugacion con gradientes de
densidad (Ayuso-Hernando, Gutiérrez-Cepeda, Villalva y Serres, 2011).

En el equino, las técnicas que se utilizan con mayor frecuencia son las llamadas
“Swim-Up” y la centrifugacién coloidal (Orsolini, Verstraete, Heule, Meyers y Pini,
2022; Vélez et al., 2018). Un ejemplo de un coloide utilizado para esta funcion es el
Equipure™. Por medio de la centrifugacion, este coloide tiene la capacidad de eliminar
los espermatozoides anormales, mejorando la calidad del semen antes de la
criopreservacion, inseminacion, sexaje o posdescongelado (Botupharma, 2022);
existen otras opciones como el Androcoll y el Percoll.

Con respecto a la IA con semen sexado, esta sigue un ritmo mas lento que en otras
especies, a pesar del interés que existe entre los criadores (Squires, 2020). La
determinacién del sexo en equinos se suele realizar posconcepcion, donde la mayoria
de los procedimientos disponibles, no son practicos de realizar a campo, o son
factibles de realizar en etapas de la gestacién ya avanzadas, donde no es posible
descartar el sexo no deseado (Ramirez Castex y Lossino, 2018). La clasificaciéon por
Citometria de flujo para el sexado de semen, detecta la diferencia en el contenido de
ADN de las células y es la técnica mas eficiente disponible hoy en dia para separar
los espermatozoides portadores del cromosoma X de los Y. Aunque el sexado del
semen esta ampliamente incluido en los sistemas de produccion ganadera, sobre todo
en ganado de tambo, su uso en los programas para equinos es escaso (Herrera, 2018;
Squires, 2020).

Los espermatozoides equinos sexados presentan baja viabilidad tras la
criopreservacion y se limita su uso con semen fresco, a centros que poseen el
Citémetro de flujo en el mismo lugar donde se encuentra la hembra a ser inseminada
(Herrera, 2018). Squires (2020), informé tasas de prefiez con semen congelado
sexado del 12%. El numero de espermatozoides que pueden ser eficazmente
seleccionados por hora en el equipo, ha sido el principal problema para su aplicacion
masiva, teniendo en cuenta que el caballo necesita de un gran numero de
espermatozoides para inseminar una hembra (Ramirez Castex y Lossino, 2018;
Squires, 2020). Aunque una tasa de sexado lenta logra una mejor clasificacién y
separacion de espermatozoides X de Y, logrando una mayor pureza de la muestra, la
longevidad de los espermatozoides, se ve afectada negativamente. O sea, a mayor
tiempo de procesado, menor calidad espermatica de la muestra; en el sexado por
Citometria de Flujo, en 1,5 horas se clasifican solamente 16 millones de células,
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haciendo que sea necesaria la implementacion de IA profunda con dosis baja
(Ramirez Castex y Lossino, 2018).

La medicina y la tecnologia han explorado la hano-medicina o nano-tecnologia en la
infertilidad masculina. Las nanoparticulas magnéticas tienen la capacidad de separar
espermatozoides vivos, muertos y apoptoéticos (Ramirez Castex y Lossino, 2018).
Herrera (2018), en asociacion con su aplicacion en el sexado equino, ha afirmado que
la exposicion del semen a nanoparticulas magnéticas, no afecta los parametros
espermaticos y los espermatozoides son seleccionados eficientemente. Estos
resultados son muy alentadores, ya que la técnica es aplicable incluso después de la
congelacion y descongelacion. Las nanoparticulas tienen un futuro promisorio, pero
Su uso aun esta lejos de ser aplicable comercialmente (Herrera, 2018). Aunque se han
reportado prefieces a partir de semen sexado, todo indica que este procedimiento, no
se ha consolidado como una opcion factible de realizar corrientemente en la practica
(Ramirez Castex y Lossino, 2018).

3.1.1. 3 Inseminacién con semen fresco

El empleo de diferentes preparaciones de semen (fresco, refrigerado, congelado-
descongelado) requiere de técnicas y protocolos adecuados para obtener resultados
de prefiez aceptables (Khone et al., 2020). La utilizacién de semen fresco evita los
dafios por choque térmico (stress osmotico y oxidativo) que generan las técnicas de
conservacion a bajas temperaturas, pero se conserva pocas horas. Hoy en dia, el
semen refrigerado es el mas utilizado en la industria de IA en el caballo (Alvarez, 2020;
Bazzano et al., 2022). En contraste con las practicas actuales en rumiantes, el uso de
semen congelado, no ha reemplazado al de refrigerado y fresco, debido en parte a la
necesidad de poner en practica procedimientos mas costosos y complejos, para
congelar e inseminar adecuadamente el semen de los padrillos (Ferrer et al., 2020).

Las tasas de prefiez por ciclo con semen congelado, refrigerado o fresco se
encuentran en el entorno del 38%-58%, 43%-87,5% vy 55,1%—-84,6%,
respectivamente (Sabatini et al., 2018). Hay parametros que determinan el éxito de
estas tasas como ser el numero total de espermatozoides viables por IA (dosis),
namero de inseminaciones por ciclo (frecuencia de IA), momento éptimo de la IA
relativo a la ovulacion, sitio y técnica de IA (Cazales, Estradé y Costa, 2020). Las
yeguas se deben inseminar lo mas cercano a la ovulacion posible. La Federacion
Mundial de Cria de Caballos Deportivos (WBFSH) recomienda como dosis estandar,
un minimo de 250 millones de espermatozoides viables para la inseminacién con los
tres tipos de semen (McKinnon, Squires, Vaala y Varner, 2011).

El semen se considera fresco cuando se insemina dentro de las dos horas de la
recoleccion. La IA se suele realizar cada 36 a 48 horas una vez detectado el celo,
hasta que este deje de manifestarse (el objetivo es inseminar dentro de las 48 horas
preovulacién), o antes de que la ovulacion sea detectada por palpacion rectal y/o
revisacion ultrasonografica (Sieme, Schafer, Stout, Klug y Waberski, 2003).

3. 1. 1. 4 Inseminacién con semen refrigerado

El semen refrigerado se caracteriza por su capacidad de ser transportado y tolerar un
mayor tiempo de almacenamiento en comparacion con el semen fresco, debiendo
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inseminarse idealmente, dentro de las 48 horas posteriores a la recoleccion (Len,
Beehan, Eilts, Ebrahimie y Lyle, 2019). Se volvié popular en la década de 1990,
cuando la mayoria de las asociaciones americanas habilitaron su uso (Novello,
Podico, Segabinazzi, Lima y Canisso, 2020). La calidad del semen refrigerado esta
determinada por varios factores tales como caracteristicas intrinsecas de cada
padrillo, el tipo de diluyente utilizado, la curva de refrigeracion y técnica aplicada para
la eliminacion del plasma seminal (Simioni et al., 2019).

Al refrigerar el semen, la fertilidad de los espermatozoides en algunos padrillos se ve
reducida. La temperatura de enfriamiento reduce el metabolismo de los
espermatozoides de forma suficiente para mantener su viabilidad, funcionalidad y
fertilidad, pero cualquier efecto adverso al que se someta el espermatozoide impactara
negativamente (Dutra, Graglia y Martinez, 2013). Varios estudios han determinado
que la IA con semen refrigerado muestra tasas de fertilidad similares en comparacion
con semen fresco (Alvarez, 2020). En cambio, si se compara el uso de semen
refrigerado con congelado, es superior el primero, porque se produce un menor dafo
celular durante el descenso de la temperatura (De Almeida y Oliveira, 2021; Prell et
al., 2020).

Las tasas de prefiez son mayores si se logra inseminar en la ventana de tiempo de
entre 24-48 horas preovulacion (Huber et al., 2019). Teniendo en cuenta que no todos
los padrillos reaccionan de la misma manera a la refrigeracion y se estima que en 24
horas se pierden alrededor del 50% de los espermatozoides matiles, para lograr que
llegue a destino una dosis inseminante de 250 a 500 millones de espermatozoides
motiles, se deberia enviar entre 1000 y 2000 millones de espermatozoides matiles
totales (Tirone, 2011).

Para mejorar la calidad del semen y asegurar la supervivencia celular durante el
almacenamiento, se deben adicionar diluyentes (Neuhauser, Sacker y Handler, 2017).
Las cualidades de un buen diluyente implican que este provea de un ambiente
favorable al espermatozoide, que sea econdmico y que permita una evaluacién del
semen de forma precisa. Existen varios diluyentes comerciales en el mercado (Dutra
et al., 2013). Dentro de las virtudes que presenta su empleo, se pueden mencionar su
capacidad antimicrobiana, nutritiva, energética, diluyente de factores toxicos
presentes en el plasma seminal y la posibilidad de fraccionar el eyaculado. En general,
estos se componen de agua desionizada y bidestilada, tampones, lipoproteinas,
aminoacidos, azucares y antibiéticos (Al-Essawe et al., 2018; Neuhauser et al., 2017).

La concentracion ideal para maximizar la viabilidad del semen diluido es de 25-50
millones de espermatozoides/ml (McKinnon et al, 2011). Las diluciones comunmente
son 1:3-1:4 (semen/diluyente) (Knottenbelt, Le Blanc, Lopate y Pascoe, 2003). Se
debe atender la predileccion individual de cada padrillo, ya que no todos responden
de igual manera a los mismos diluyentes, por lo que es imperativo conocer el mas
adecuado para el animal con el que se esta trabajando y asi obtener buenos
resultados (Al Essawe et al., 2018; Neuhauser et al., 2017).

A la temperatura aproximada de 5°C y en el rango de 24 a 48 horas, en ocasiones
hasta 72 horas, los diluyentes tienen un rol fundamental en la conservacion del semen
gue se encuentra con su metabolismo suspendido (Santos, Mylius, Costa, Fiala y
Rechsteiner, 2020). En la década de 1970, el Dr. Robert Kenney introdujo al mercado
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un diluyente a base de leche descremada en polvo para ser aplicado en el Gtero de la
yegua después del servicio. Posteriormente comenzo a utilizarse en el semen, y hasta
los afios 2000, fue el diluyente mas reconocido a nivel mundial, aunque surgieron otras
variaciones en base a su formula (Novello et al., 2020).

Por otro lado, en los 90, investigadores franceses descubrieron que el fosfocaseinato
nativo de la leche, tenia funcion crioprotectora de los espermatozoides. Esta molécula
reemplazo la leche descremada de la férmula del diluyente Francés INRA 82®, en un
nuevo diluyente conocido como INRA96®, presentando resultados altamente
superiores que con los diluyentes de Kenney, y convirtiéndose en el mas elegido hasta
la fecha (Novello et al., 2020). INRA 96® es Uutil para la mayoria de los sementales y
se distingue por mantener la viabilidad espermética, motilidad progresiva e integridad
de la cromatina (Novello et al., 2020). El desarrollo de diluyentes como INRA96®, ha
permitido la preservacion de la fertilidad después del almacenamiento, a temperaturas
de hasta 15°C. Esto ha sido particularmente util para aquellos padrillos que no toleran
la refrigeracion (Battut y Russeau, 2018).

También se introdujo al mercado un diluyente para semen refrigerado que contiene
caseinas de la leche en combinacion con ciclodextrina cargada de colesterol,
BotuSEMEN® GOLD (Botupharma, 2022). Las caseinas son proteinas de la leche que
pueden prevenir el dafio criogénico de los espermatozoides al unirse
competitivamente a las proteinas del plasma seminal involucradas en este proceso.
Las caseinas también interactian con el calcio ionizado, que juega un papel
importante durante la capacitacion espermatica; la ciclodextrina funciona como
vehiculo para incorporar colesterol en la membrana plasmatica (Novello et al., 2020).

Los padrillos con baja capacidad para refrigerar el semen, tienen concentraciones mas
bajas de colesterol en la membrana. La ciclodextrina cargada de colesterol es una
alternativa para prevenir el dafio de los espermatozoides durante el enfriamiento en
este tipo de animales (Loomis, Squires, Skaife y Graham, 2018; Novello et al., 2020).
En un experimento que compara dos de los diluyentes mencionados (INRA96® y
BotuSEMEN® GOLD), se vié que este Ultimo es una alternativa adecuada al INRA96®
cuando se usa dentro de las 48 horas; a las 72 horas de almacenamiento, INRA96®
ha mostrado mayores concentraciones de espermatozoides viables (Reckova et al.,
2022).

La mayoria de los diluyentes para semen refrigerado, generalmente se basan en el
uso de leche UHT (procesada a temperaturas ultra altas, con capacidad de
conservacion duradera) (Santos et al., 2020). En un experimento hecho por estos
altimos autores, constataron que es posible la utilizacién solamente de leche UHT
descremada, semidescremada o entera como diluyente de semen equino, y la
manutencion de la viabilidad celular durante 24 horas a 5°C, pero cuando sea
necesaria la refrigeracion por hasta 48 horas, los diluyentes industrializados, como el
Botusémen Special® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil), son mas eficientes (Santos
et al., 2020).

Se esta evaluando la posibilidad de conservar el semen refrigerado en un medio
sintético quimicamente definido por mas de 72 horas sin criopreservacion. Esto podria
ser util para aquellos padrillos que no toleran el enfriamiento o la congelacion, pero
gue su semen debe necesariamente ser transportado. Esto disminuiria los problemas
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de bioseguridad asociados con el uso de diluyentes con productos derivados de
animales, tales como leche descremada y yema de huevo en el caso del semen
congelado, y se flexibilizarian los protocolos de inseminacion (Gibb, Clulow, Aitken y
Swegen, 2018).

En un trabajo escrito por Bradecamp (2021), el autor hace énfasis en la aplicacién de
técnicas de conservacion estrictas para garantizar que el semen refrigerado
transportado, cuente con la més alta calidad después de haber sido recibido. El semen
puede envasarse en condiciones anaerdébicas, en variados recipientes como bolsas
de plastico ej. Whirl-Pak® (eNasco, Fort Atkinson, WI, USA), jeringas de plastico sin
émbolos de goma, recipientes de plastico como tubos de centrifuga cénicos, entre
otros. Para el transporte del semen existen sistemas pasivos y activos, se diferencian
en las tasas de refrigeracion, costos de equipamiento, temperatura final y tiempo
maximo de almacenamiento. Los “containers” pasivos son los mas utilizados a nivel
mundial. Estos son de menor valor y las tasas de refrigeracion dependen de la
temperatura ambiente e inicial de la muestra. Los activos son mas caros y presentan
tasas de refrigeracion predeterminadas y lineares (Bradecamp, 2021).

En las cajas de refrigeracion pasiva isotérmicas el contenido se ubica préximo a la
fuente de frio (hielo reciclable), que de acuerdo con el sistema, puede estabilizar a
15°C-20°C, o 4°C-6°C (Novello et al., 2020). Generalmente, para que sean
alcanzados los 15°C, se debe colocar solo un blogue de hielo reciclable. En cambio
para los 5°C, son necesarios dos bloques; se debe tener en cuenta que el semen no
se debe colocar con el recipiente ya frio. Para cada temperatura final existe un periodo
maximo de mantenimiento de 24 a 48, algunos hasta 72 horas, dependiendo de la
temperatura ambiental (Novello et al., 2020).

Dentro de los dispositivos pasivos, algunos son reutilizables y otros desechables. Las
cajas pueden ser de poliestiereno como el BotuFLEX® (Botupharma, Botucatu, SP,
Brasil) y el Equine Express® Il (Minitube, USA), o de fibra como el Equitainer®
(Hamilton Research, USA), Botu-Box® (Botupharma, Botucatu, Brasil) o Botutainer®
(Botupharma, Botucatu, Brasil) (Bradecamp, 2021; Novello et al., 2020).

El Equitainer® es el dispositivo reutilizable méas reconocido a nivel mundial, tiene la
capacidad de mantener el semen a 5°C por hasta 48 horas sin pérdida de su viabilidad
(Knottenbelt et al., 2003). BotuFLEX® presumiblemente puede permitir una curva de
enfriamiento similar al Equitainer®. El fabricante de BotuFLEX® (dispositivo
desechable), describe en su sitio web oficial (www.botupharma.com) que este permite
gue las muestras lleguen al destino final con la temperatura adecuada, aunque existan
condiciones adversas de temperaturas externas, como sucede en el transporte aéreo,
rodoviario o con “motoboys”, teniendo en cuenta que no todos los dispositivos
desechables tienen la capacidad de tolerar temperaturas extremas (Novello et al.,
2020).

En el contenedor de envio se debe incluir toda informacion necesaria: nombre del
padrillo, numero de registro, fecha y hora de recoleccion del semen, % motilidad total
y progresiva, numero de dosis enviadas, volumen de inseminacion, nombre de la
yegua a ser inseminada y su numero de registro de raza, como todos los datos que
se consideren relevantes. Pueden ocurrir variaciones en el empaque con diferentes
tipos de sistemas de transporte de semen, por lo que se tiene que seguir las
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recomendaciones del fabricante. Los contenedores reutilizables deben examinarse
peribdicamente para detectar cualquier interrupcion en el mecanismo de sellado, que
podria resultar en calentamiento prematuro de la muestra de semen (Bradecamp,
2021).

Mientras que la disminucion de la temperatura puede favorecer la longevidad de los
espermatozoides, su disminucién drastica, puede provocar cambios en la estabilidad
de la membrana plasmatica, causado por la reorganizacién de los lipidos desde
estado liquido a gel. Por este motivo, es necesario mantener rangos de descenso de
temperatura apropiados para evitar dafios funcionales y estructurales irreversibles al
espermatozoide (Monteiro y Fabres, 2018; Gonzalez-Castro, Trentin, Carnevale y
Graham, 2019). Por lo general, se parte de una temperatura de 37°C donde ocurre
una muerte extensa de espermatozoides. El pasaje de 19°C a 8°C-5°C es mas critico
para el dafio por choque de frio que las velocidades de enfriamiento de 37°C a 20°C.
Esta ultima fase se da en forma mas rapida que la primera (Knottenbelt et al., 2003).
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Figura 1. Curvas de refrigeracion de BotuFlex con uno (foto izquierda) y dos hielos
(foto derecha) (Botupharma, 2022).

3. 3. 3. 5 Inseminacion con semen congelado

En el afio 1957, Barker y Gandier, reportaron el primer nacimiento a través de IA con
semen congelado (Garcia, 2018). Las primeras asociaciones que permitieron este tipo
de inseminacion, fueron la Asociacion Americana de Cuarto de Milla y la Asociacion
Americana de Paint Horse en el afio 2001. Actualmente la mayoria de las razas la
permiten. En Uruguay algunas de las asociaciones que lo han hecho, son la Sociedad
de Criadores de Caballos Criollos (SCCC), Arabes (SCCA) y Cuarto de Milla (SCCM)
(Lazcano y Pereyra, 2020).

La capacidad de conservacion del semen congelado por tiempo indefinido hace que
Su uso tenga dos ventajas principales: permite estar disponible en cualquier momento
sin la presencia del padrillo, incluso después de muerto, y brinda la posibilidad de ser
transportado sin deteriorarse, por distancias mas grandes que lo que permite el semen
refrigerado (Al-Essawe et al., 2018).

En la cria equina, los padrillos son seleccionados de acuerdo a sus performances
deportivas o a sus aptitudes fenotipicas, dejando un poco de lado su calidad seminal,
fertilidad o habilidad de sus espermatozoides de soportar el proceso de
criopreservacion. Uno de los principales problemas en el uso del semen congelado, al
igual que el semen refrigerado, es la gran variabilidad individual que existe entre los
reproductores para tolerar la congelacion, influyendo en su capacidad de participar en
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programas de IA con semen congelado, o hacerlo de forma eficiente (Al Essawe et al.,
2018).

Los protocolos actuales de congelacion generalmente implican un procedimiento de
dilucion de dos pasos en el que el semen se diluye primero con un diluyente primario
(para centrifugacion), seguido por la centrifugacion, y luego una nueva diluciéon con un
segundo diluyente (para congelacién) que contiene un crioprotector. La primera
dilucion emplea diluyentes a base de leche utlizados para diluir semen
fresco/refrigerado. Después de realizadas las dos diluciones, el semen suele
empaquetarse en pajuelas de 0,5ml; generalmente se lo concentra con 100 a 400
millones de espermatozoides/ml, aunque es mas frecuente encontrar la concentracion
de 200 millones de espermatozoides/ml (pajuelas con 100 millones de
espermatozoides totales) (McKinnon et al., 2011).

En cuanto a los crioprotectores, el glicerol es el de uso corriente. Sin embargo, este
puede llegar a ser toxico para los espermatozoides, debido a su peso molecular y lenta
permeabilidad de membrana, ocasionando un mayor estrés osmatico y no siendo
tolerado por algunos padrillos (Andrlova, Mrackova y Sedlinska, 2020; Vafaei, Kohram,
Zareh-Shane, Ahmda y Seifi-Hamadi, 2019). La toxicidad osmotica e intrinseca del
glicerol, ha llevado a los investigadores a buscar nuevas alternativas para proteger a
los espermatozoides criopreservados. Particularmente, se ha puesto énfasis en el
estudio de los compuestos conocidos como amidas. Estos agentes son menos
viscosos, tienen menor tamafio molecular que el glicerol, y pueden acelerar el
transporte a través de la membrana plasmatica, disminuyendo los efectos téxicos en
el espermatozoide (Vafaei et al., 2019).

Las cualidades de las amidas promovieron la produccién del diluyente comercial
“BotuCrio®” (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil). Este diluyente tiene una
concentracion relativa menor de glicerol (1%), en comparacion con otros diluyentes;
metilformamidina (4%), aminoacidos y yema de huevo (10%) y es comercializado
como un diluyente apropiado para contrarrestar los efectos indeseados de la
congelacion. Los diluyentes EZ Mixin Cryomax MFR y EDTA- EZ Mixin Cryomax LE,
también han reemplazado parcialmente el glicerol por amidas (Ferrer et al., 2020).

La corta vida media de los espermatozoides posterior a la descongelacion contintda
generando la necesidad de seguir de cerca el celo de la yegua e inseminar cercano a
la ovulacién, encareciendo el procedimiento de la IA (Al-Essawe et al., 2018). El
momento, la técnica y la frecuencia recomendados para inseminar con semen
congelado-descongelado, varian ampliamente entre los estudios y principalmente
dependiendo de la preferencia del Veterinario. Influye también el nimero de dosis
disponibles por yegua y por temporada, y su costo (Immonen y Cuervo Arango, 2019).

A veces hay poca disponibilidad de semen, de modo que esto impone una gran
presién a los clinicos a la hora de decidir cuando inseminar la yegua (Hollinshead y
Hanlon, 2018). Generalmente se recomienda que el semen sea depositado en el tracto
reproductor, idealmente, dentro de las 12 horas preovulacion o hasta 6 horas
posovulacion (McKinnon et al., 2011). Los protocolos de IA descriptos varian con la
bibliografia, pero los mas frecuentes incluyen: i) 1A a tiempo fijo (IATF) inseminando
antes y después de la ovulacion; ii) IA Unica dentro de las 6 a 12 horas posovulacion
(Hollinshead y Hanlon, 2018).
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En la préactica clinica, esta ultima opcion, es el régimen frecuentemente utilizado para
la IA. Consiste en examinar la yegua por ultrasonido cada 6 horas después de
administrar un agente inductor de la ovulacion, y luego inseminar inmediatamente
después de que la misma sea detectada, no mas de las 12 horas posteriores a la
misma y preferentemente dentro de las primeras 6 a ella (Hollinshead y Hanlon, 2018).
Se ha concluido que las tasas de prefiez y de pérdidas embrionarias, no parecerian
verse afectadas por la variacion entre las revisaciones ecograficas ya sea cada 3, 6,
9 o 12 horas (Larentis y Bastos, 2020). Cuando se dispone de una sola dosis
inseminante, el Veterinario suele preferir la inseminacién Unica posovulacion para
tener mas seguridad, en caso de que la yegua no ovule dentro del tiempo esperado
(Immonen y Cuervo Arango, 2019).

La Inseminacion Artificial a Tiempo Fijo (IATF) a menudo se realiza cuando hay
disponibilidad de mas de una dosis inseminante. Para este protocolo, después de la
induccion de la ovulacion, se realiza una inseminacion preovulatoria en un tiempo fijo,
con la mitad de la dosis, y con la parte restante una vez detectada la ovulacion,
también a un tiempo fijo (Immonen y Cuervo Arango, 2019). La mayoria de las yeguas
ovulan entre las 36 a 42 horas después de la induccién de la ovulacién con
Gonadotrofina Corionica Humana (hCG) o Deslorelina (Kowalczyk et al., 2019).
Algunos autores recomiendan la inseminacién de las yeguas a las 24 y 40 horas
después de la induccion, mientras que otros recomiendan hacerlo a las 36 y 42-44
horas posinduccion (Kowalczyk et al., 2019).

PRIMERA IA SEGUNDA IA
hCcaG l l
NI A AN A A A A A A Ll
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56
Horas posteriores a la inyeccion # 4

Las yeguas que ovulen en este periodo, habran sido inseminadas dentro de las 6 horas pos ovulacion o 12 horas antes
pre ovulacion

Figura 2. Protocolo de inseminacion artificial a tiempo fijo con semen congelado e
induccion de la ovulacién con Gonadotropina Coriénica Humana (hCG) (McKinnon et
al., 2011).

El protocolo de IATF requiere menos mano de obra, ya que el nUmero de examenes
por yegua se reduce, en comparacion con el protocolo de una inseminacion unica
posovulatoria. No se han detectado grandes diferencias en las tasas de prefiez entre
ambos (Immonen y Cuervo Arango, 2019). Es decir, no hay un incremento en las tasas
de prefiez por inseminar mas de una vez en el mismo estro, en comparacion con una
Gnica inseminacion, siempre y cuando la Ultima o la Unica inseminacion, se haga
durante la ventana de tiempo de 12 horas antes y 12 horas después de la ovulacion,
y la dosis tenga un nimero adecuado de espermatozoides motiles (Immonen y Cuervo
Arango, 2019). A medida que ese intervalo decrece, las tasas de prefiez aumentan
(Lazcano y Pereyra, 2020).

Luego de diluir, centrifugar, rediluir y empaquetar en pajuelas a temperatura ambiente,
el semen se debe refrigerar a 5°C, antes de colocar estas ultimas en nitrégeno liquido
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(-196°C). Cuando se utiliza para Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides, el
semen congelado tiene capacidad de maximizacion de las dosis. Una vez congelado,
este puede ser descongelado y vuelto a congelar a una concentracion mas baja, ya
que es posible poder seccionar una pajuela y solo esa seccion ser descongelada para
su uso (Gonzalez-Castro et al., 2019; Squires, 2020). Potencialmente de una sola
pajuela de 0,5ml, se pueden obtener de 10 a 15 secciones dependiendo del volumen
de la pajuela, de la concentracion y calidad espermatica; las tasas de produccion de
blastocistos son similares, lo que indica que descongelar y congelar nuevamente el
semen para un uso posterior, es viable (Gonzalez-Castro et al., 2019).

Neuhauser et al. (2018) han enunciado que los padrillos son clasificados como
"buenos congeladores” si la motilidad espermatica después de la descongelacion
superd el 40%. Sin embargo, solo el 20% de los sementales pertenecen a esta
categoria, y la mayoria (60%), han sido clasificados como "regulares" (20-40% de
motilidad posterior al descongelamiento) y 20% como "pobres" congeladores (<20 %
de motilidad posterior a la descongelacion).

A partir de un trabajo realizado por Kowalczyk et al. (2019) sobre la popularidad de la
IA en yeguas en Europa, en las siguientes gréficas se puede observar el predominio
de la IA con semen refrigerado sobre IA con semen congelado en la mayoria de los
afos. En los ultimos tres afios de este estudio (2015, 2016, 2017), este predominio
fue mas marcado en yeguas deportivas (Figura 3) que en yeguas madres (Figura 4) y
particularmente en este Ultimo grupo, se puede apreciar el aumento marcado en el

uso de semen congelado.

Figura 3. Estructura de la inseminacion artificial en yeguas deportivas en Europa,
incluyendo la divisiéon por tipo de semen (refrigerado o congelado) en base a reportes
de centros de inseminacion artificial Europeos (Kowalczyk et al., 2019).
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Figura 4. Estructura de la inseminacién artificial en yeguas madres en Europa,
incluyendo la divisién por tipo de semen (refrigerado o congelado) en base a reportes
de centros de inseminacioén artificial Europeos (Kowalczyk et al., 2019).

En los ultimos 25 afios, la implementacion del catéter flexible para la IA profunda, la
utilizacién de analogos de GnRH para la induccion de la ovulacion, las mejoras en los
métodos de concentracidn y seleccidén espermética, y medios de congelamiento, entre
otros, han logrado avances en los programas de inseminacion con semen congelado
en caballos de deporte (Cazales et al., 2020).

Entre otras cosas, falta conocer con mayor precision el efecto del PS en el semen
congelado, ya que ademas de todo lo mencionado anteriormente, también se lo ha
asociado a una mayor prevalencia de endometritis postservicio (Papin et al., 2021).
Esta es una condicion fisiologica de las yeguas, donde se produce una inflamacién
temporal del endometrio como respuesta a la presencia de los espermatozoides. Mas
alla de las diferencias individuales de las yeguas en su susceptibilidad a presentarla,
se ha observado clinicamente una reaccion mas pronunciada en yeguas sometidas a
IA con semen congelado-descongelado (Sabatini et al., 2018).

La congelacién de semen equino tiene un gran potencial a pesar de sus falencias y su
aplicacion va en aumento. Se deben buscar nuevos procedimientos de congelacion
gue permitan mejorar la fertilidad de los padrillos que no responden bien, pero que
son de gran valor genético y necesitan de este procedimiento (Al Essawe et al., 2018).

3. 1. 1. 6 Inseminacién profunda con dosis baja de espermatozoides

Un elemento innovador de estos Ultimos afios en cuanto al uso del semen equino
fresco, refrigerado y congelado, ha sido la implementacion de la “Inseminacion con
dosis baja de espermatozoides”. Varias situaciones promovieron su estudio y
posterior aplicacion, como contar en ocasiones, con escasas y costosas dosis
inseminantes (Cazales et al., 2020). Ademas, la reduccion de la dosis espermatica
puede ser una alternativa para disminuir la respuesta inflamatoria endometrial
posinseminacion en yeguas, acelerando el transporte espermatico y permitiendo un
lavado uterino mas temprano, sobre todo en aquellas que son susceptibles a
endometritis postservicio (Gomes et al., 2018). Entre otros factores, el uso de un
namero suficiente de espermatozoides fértiles por dosis inseminante y la ausencia de
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una endometritis excesiva, son de importancia critica para el establecimiento exitoso
de una prefiez viable (Khtne et al., 2020).

Existen dos métodos para este tipo de inseminacién: i) inseminacion profunda
histeroscopica; ii) inseminacion profunda en la punta del cuerno uterino utilizando una
pipeta flexible guiada transrectalmente. Estos procedimientos se basan en que si los
espermatozoides son depositados mas cerca de la union Gtero tubérica, la pérdida de
los mismos durante el transporte desde el cuerpo uterino al oviducto contralateral se
ve minimizada (Larentis y Bastos, 2020). La inseminacion con dosis baja en la punta
del cuerno guiada transrectalmente, es la técnica de eleccion en condiciones de
campo debido a su simplicidad y bajo costo (Cazales et al., 2020).

En el procedimiento histeroscopico, la insuflacion de aire se considera una posible
amenaza para la salud uterina. Se la suele implementar cuando el niumero de
espermatozoides es realmente bajo (1-25x1076 espermatozoides) y un volumen
aproximado de 1ml (Larentis y Bastos, 2020); no se realiza como un procedimiento
estandar. En animales subfértiles, se ha visto que las tasas de prefiez incluso se
reducen cuando se aplica esta técnica, en comparacion con la IA estandar (Khone et
al., 2020) y segun Gomes et al. (2018) tampoco esta demostrada fehacientemente la
reduccion de la respuesta inflamatoria endometrial.

No existe ninguna ventaja en inseminar en la punta del cuerno cuando se utiliza una
dosis de >400x10"6 espermatozoides, pero si cuando se aplica una dosis baja de
<50x10”"6 de espermatozoides totales por inseminacion, ya que no se ven diferencias
en utilizar una u otra dosis, si no que el transporte espermatico se acelera debido al
sitio de inseminacion (Cazales et al., 2020). De acuerdo con Larentis y Bastos (2020),
en un estudio se vidé que con una dosis de 500x1076 espermatozoides en el cuerpo
del utero, 54% de los espermatozoides alcanzaron el oviducto del ovario ipsilateral a
la ovulacion, y con una inseminacién en la punta del cuerno, lo hizo un 77% (Larentis
y Bastos, 2020).

Como conclusién, el transporte espermatico y la reaccion inflamatoria
posinseminacion dependen de la dosis inseminante y del tipo de técnica que se utilice.
Esto lo demostraron Cazales et al. (2020), afirmando que el numero de
espermatozoides que logran alcanzar la trompa uterina cuando se implementa la 1A
profunda con una pipeta flexible guiada transrectalmente, acelera el transporte
espermatico sin que exista una excesiva reaccion inflamatoria, en comparacion con la
IA en el cuerpo del Utero, haciendo de esta técnica una alternativa conveniente para
algunas situaciones (Cazales et al., 2020).

De esta forma es posible reducir los costos y conseguir buenos indices de prefiez,
teniendo en cuenta el elevado valor monetario de las dosis inseminantes de algunos
padrillos, los costos de importacion y exportacion del semen, y la imposibilidad de
algunos animales para cubrir la alta demanda de semen fresco. Los duefios de yeguas
trataran de optimizar el dinero invertido en una dosis de semen, sobre todo cuando se
trata de semen congelado (Lazcano y Pereyra, 2020).

3. 1. 2 Aspiracion folicular “Ovum Pick-Up” (OPU)
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3. 1. 2. 1 Evolucién y aplicabilidad

La Aspiracion Folicular (AF), conocida también en inglés como Ovum Pick-Up (OPU),
es una técnica de reproduccion asistida que permite obtener ovocitos de yeguas vivas
0 con pocas horas de muertas (Cortez, Hardwicke, Cuervo-Arango y Grupen, 2022).
Desde que la Inyeccion Intracitoplasmética de Espermatozoides (ICSI) se convirtié en
una importante herramienta clinica y de investigacion para la produccion de
embriones, la AF ha ganado gran interés ya que las mismas se usan en combinacion
(OPU-ICSI) (Hinrichs, 2020; Rodriguez et al., 2016). La produccion de embriones
equinos por Transferencia Nuclear de Células Somaticas (SCNT), estd también
condicionada por la disponibilidad de ovocitos. La principal fuente de ovocitos para
clonacién proviene de ovarios de yeguas de mataderos, pero estos Ultimos no se
encuentran presentes en algunos paises o0 su numero es limitado, por lo que la AF es
de gran utilidad (Cortez et al., 2022).

La recuperacién pobre de embriones de yeguas viejas y subfértiles, fue otro de los
motivos para incursionar en esta técnica (Squires, 2020). La OPU comenzo
aplicAndose en foliculos preovulatorios, utilizando diversos procedimientos que
incluyeron la laparotomia exploratoria bajo anestesia general o la aspiracion a traves
de la fosa paralumbar con el animal en estacion (Baca Castex y Miragaya, 2015). Para
mejorar la manipulacion del ovario y evitar la cirugia, la misma evolucioné finalmente
a la Aspiracion por Via Transvaginal (AFTV) guiada por ecografia. La primera AFTV
exitosa en la yegua fue reportada por Brick en el afio 1992 y en este momento es la
mas usada en el mundo (Pérez, 2015; Sansisena, 2020). El procedimiento se basa en
la visualizacién de los foliculos ovaricos por medio de la ultrasonografia, puncion de
los mismos con una aguja adaptada a una guia, y aplicacién de presion negativa
dentro del foliculo perforado para aspirar el liquido folicular y finalmente extraer el
ovocito (Sansisena, 2020).

Las caracteristicas histologicas Unicas de la pared folicular de la yegua en relacion
con la union del Complejo Cumulo Ovocito (COC) requirieron algunas adaptaciones
de las técnicas originales descritas para humanos y ganado en los que los COC se
adhieren pobremente a la teca del ovario y la aplicacién de vacio es suficiente para su
remocion. En la yegua, existe una conexion firme y persistente del COC con la pared
tecal. Después de numerosos intentos fracasados, se hizo evidente que la presion
negativa por si sola no era suficiente para la extraccion del ovocito equino, pero luego
se logré que los foliculos fueran colapsados y perfundidos de forma alternada con un
medio isotonico. De esta manera, masajeando suavemente el foliculo por el recto,
repitiendo el ciclo de aspiracion/perfusion y raspando la pared folicular con la aguja de
aspiracion, se logra que el ovocito se desprenda de la pared folicular y resulte en la
recuperacion (Sansisena, 2020).

25



Figura 5. Componentes del sistema OPU: A) equipo de ultrasonido; B) bomba de
aspiracion; C) lineas de aspiracion; D) pedal; E) guia de aguja del transductor
(Sansisena, 2020).

Figura 6. Aguja de aspiracion insertada en la guia del transductor (Sansisena, 2020).

El perfil de las yeguas donadoras de ovocitos es amplio (Pérez, 2015). Estas pueden
ser sometidas a recolecciones repetidas sin graves consecuencias, estando en
entrenamiento, lactando, anéstricas, ciclicas, prefiadas o siendo yeguas viejas, y es
particularmente util en aquellas con patologias oviductales en las que se debe
implementar la técnica de Transferencia Ovocitaria (TO) o la ICSI (Baca Castex y
Miragaya, 2015). Existen dos opciones para la recoleccion: i) aspiracion de ovocitos
inmaduros de pequefio tamafio que luego se maduran in vitro; ii) aspiracion del
foliculo preovulatorio estimulado por gonadotropinas, para recuperar un 0vVOCito
maduro de gran tamafo in vivo; ambas se realizan en condiciones de sedacion y
analgesia (Baca Castex y Miragaya, 2015; Sansisena, 2020).

La aspiracion del foliculo dominante estimulado (FDE) en comparacién con los
foliculos inmaduros, es mas sencilla de realizar debido a su gran tamafio y a que el
cumulo se encuentra expandido por los efectos de las gonadotropinas, o que hace
gue el ovocito no esté tan adherido a la pared del foliculo (Hinrichs, 2018). Los ovocitos
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del FDE tienen mayor competencia de desarrollo (habilidad de desarrollar un embrion
viable) y presentan una alta tasa de recuperacién asociada (>70%) (Bols y Stout,
2018; Hinrichs, 2018). Como contrapartida, se requiere de un monitoreo frecuente del
crecimiento folicular y la sincronizacién con hCG/GnRH. Generalmente hay disponible
solo un FDE por cada procedimiento de aspiracion, aunque en ocasiones puede haber
2 0 3 (Bols y Stout, 2018).

Una vez aspirados y extraidos de la yegua, los FDE suelen ser mas exigentes que los
inmaduros en cuanto a su conservacion. Teniendo en cuenta que estos estan por
alcanzar su madurez nuclear, deben ser conservados a temperatura corporal (37°C)
hasta ser utilizados, y ser transportados en incubadoras portatiles. Cuando se usa en
combinacion con ICSI, esta debe llevarse a cabo enseguida a la aspiracion por este
mismo motivo (Sansisena, 2020). El ovocito metabdlicamente activo, necesita de
medios de mantenimiento apropiados para mantener su viabilidad (ej: M199) y no para
cultivo de embriones, como se usan para ovocitos inmaduros (Hinrichs, 2018).

Si los ovocitos se recuperan de foliculos inmaduros, la aspiracion se puede realizar
aunque la yegua no esté ciclando y se puede extraer un mayor nimero de ovocitos
gue con el FDE. Se han descripto tasas de recuperacion de entre 50-70% y la tasa de
maduracioén in vitro a partir de los mismos es de >65% (Bols y Stout, 2018). Estos se
pueden mantener a temperatura ambiente (~22°C) en un medio para mantenimiento
de embriones, por un dia, sin pérdida de su viabilidad. Cuando la temperatura es
demasiado alta (30°C) o excesivamente baja (4-7°C), los ovocitos pierden viabilidad y
las tasas de maduracién y produccién de blastocistos decrecen (Hinrichs, 2018). Los
dispositivos para enfriamiento pasivo como el Equitainer® (Hamilton Biovet, MA, USA)
u otros contenedores como el EquOcyte® (Hamilton Biovet, MA, USA) son
recomendables para su transporte (Hinrichs, 2018).

La aspiracién de ovocitos posmortem puede ser la Unica opcién para rescatar la
genética de una yegua que muere inesperadamente. En este caso, los ovarios pueden
extraerse de la yegua muerta y enviarse al laboratorio donde se procesan. Cuando los
ovarios tiene que ser transportados, deben dejarse enfriar lentamente a temperatura
ambiente y no menos de ~12°C (Hinrichs, 2018). El periodo de tiempo entre la muerte
de la yegua y la llegada de los ovarios a las instalaciones de procesamiento es critico
para el éxito (Sansisena, 2020). Los mejores resultados son alcanzados si los ovarios
se reciben dentro de las 6 horas posteriores a la muerte de la yegua (Hinrichs, 2018).

3.1. 2.2 Actualidad

La posibilidad de usar AFTV en laboratorios no especializados, es decir en
condiciones de campo, aumentaria la capacidad de los profesionales para resolver
problemas de infertilidad en los establecimientos. Esta técnica ha sido poco utilizada
en estos lugares, probablemente debido a la falta de profesionales entrenados y a la
escasez de datos sobre su eficiencia. Se ha demostrado que repetidas sesiones de
AFTV no afectan la actividad ovarica ni comprometen la fertilidad futura de las yeguas
(Rodriguez et al., 2020), a pesar de ser un procedimiento mas invasivo si se la
compara con otras TRA (Claes y Stout, 2022).

Se sabe que la edad materna avanzada afecta negativamente la fertilidad. Esto se ha
relacionado principalmente con la reduccién de la calidad de los ovocitos mas que con
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el deterioro de la funcién uterina (Cuervo-Arango, Claes y Stout, 2019). Con
asociacion a esto, se han documentado numerosas similitudes en el envejecimiento
reproductivo entre la yegua y la mujer. Las diferencias asociadas con la edad en los
ovocitos incluyen alteracibn en la morfologia, expresion génica y potencial de
desarrollo. La realidad es que se imponen amplias restricciones para la investigacion
de los gametos y embriones humanos, haciendo que los modelos animales sean
importantes para futuros descubrimientos. Las similitudes en la fisiologia y el
envejecimiento reproductivo pueden hacer que la yegua sea un modelo Unico y
practico para estudiar el efecto de la maternidad, envejecimiento ovocitario y
desarrollo del embrion temprano (Carnevale, Catandi y Fresa, 2020).

La OPU equina se ha convertido en una propuesta viable, como resultado de mejoras
significativas en la recuperacion del ovocito inmaduro y produccién de blastocistos in
vitro cuando se usa en combinacion con ICSI; esta ultima esta demostrando ser
competitiva en relacion a la Inseminacion Artificial y la Transferencia Embrionaria en
cuanto a numero de embriones generados por unidad de tiempo. Ademas, OPU-ICSI
puede ser utilizada tanto en casos de hembras como también de machos infértiles.
OPU esta atrayendo un interés creciente de los propietarios de yeguas en
competencia debido a su flexibilidad, disponibilidad como tratamiento ambulatorio y
falta de requisitos para la manipulacion hormonal del ciclo estral (Bols y Stout, 2018).

3. 1. 3 Maduracioén Ovocitaria (MO)

3. 1. 3. 1 Aplicabilidad

El éxito de la fecundacién es dependiente de la presencia de un ovocito maduro en
metafase 1l (MIl) con la cromatina integra, en sincronia con un citoplasma
adecuadamente maduro (Morris, 2018). En la especie equina, las yeguas ovulan una
vez completada la primera division meiética (en Mll) y formado el primer cuerpo polar.
Aquellos ovocitos que han sido recuperados de foliculos inmaduros, no fueron
estimulados con gonadotropinas y se encuentran en la etapa de vesicula germinal.
Cuando se realiza OPU a partir de estos ultimos, los ovocitos recuperados deben
someterse a un proceso de Maduracion In Vitro (MIV) para adquirir competencia tanto
nuclear como citoplasmatica (Sansisena, 2020). La poblacion de ovocitos recuperados
suele ser heterogénea y se ha constatado que requieren tiempos diferentes para su
maduraciéon (Abdoon et al., 2018; Galli, Colleoni, Turini, Crotti y Lazzari, 2018). Se han
reportado tasas variables de maduracion in vitro de ovocitos de entre 19% y 88%
(Tscharke, Kind, Kelly, Kleeman y Lee, 2020).

Existen dos poblaciones: ovocitos con camulo compacto (Cp) y con cumulo expandido
(Ex). Las células del cumulo juegan un papel critico durante la maduracion. La
expresion de sus genes contiene informacién clave con respecto a los procesos
celulares asociados con el desarrollo ovocitario. Los ovocitos Cp, en general tienen
menor competencia de desarrollo y requieren mas horas para madurar que aquellos
con cumulo expandido (De la Fuente et al., 2022); se ha establecido un rango de
tiempos de maduracién de ~ 26 a 36 horas (Sansisena, 2020). El liquido folicular (LF)
equino proporciona factores autocrinos y paracrinos de la teca, granulosa y células del
cumulo, que reflejan e impactan en la maduracion de los ovocitos (Spacek y
Carnevale, 2018; Tscharke et al., 2020), por lo que la etapa de la onda folicular en la
gue se recuperan, influye en su morfologia y potencial de desarrollo (Morris, 2018).
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Los Cp requieren de una maduracién de 30 a 36 horas para alcanzar la MIl, mientras
que aquellos con cumulo expandido requieren un periodo de maduracion in vitro mas
corto, de ~24 horas (Morris, 2018). Cuando los foliculos preovulatorios son
recuperados por OPU después del tratamiento con gonadotropinas, la mayor parte del
proceso de maduracién ya se ha completado y la duracién del cultivo necesaria a
veces, para que el ovocito madure antes de ICSI, es de solo ~12 horas con el 91% de
los ovocitos alcanzando la metafase Il (Morris, 2018). De acuerdo con este mismo
autor, se considera que un tiempo de maduracién de 30 horas es viable tanto para
ovocitos Cp como EX, lo que elimina la necesidad de diferenciarlos por las células del
cumulo y manipularnos de forma separada.

3. 1. 3. 2 Medios de maduracion de ovocitos

Generalmente después de la recoleccion, los ovocitos inmaduros suelen ser
acondicionados en medios de mantenimiento para embriones a temperatura
ambiente, seguido por la maduracién con incubacion con CO2 (ejemplo 6% CO2 y
38.2°C) (Campos-Chillon, Owen y Altermatt, 2018). Los ovocitos equinos inmaduros
pueden mantenerse viables a 15°C-23°C por hasta dos noches antes de ser
sometidos a la MIV (Hinrichs, 2020). La mayoria de los laboratorios comerciales de
FIV confian en el envio de ovocitos en medios de maduraciéon que han sido pre
equilibrados con CO2 (bicarbonato alto) o tamponados con HEPES (bajo bicarbonato)
(Campos-Chillén et al., 2018).

Los medios mas utilizados para la maduracion in vitro de ovocitos equinos, son el
medio de cultivo de tejidos TCM-199 o el medio DMEM/F-12, que generalmente se
eligen segun las preferencias del laboratorio donde se realiza la maduracion
(Hernandez et al., 2020). Ninguno ha sido desarrollado especificamente para equinos
sino para cultivo celular de otras especies, sin embargo, los complejos camulo-ovocito
de las yeguas, son capaces de madurar en estos medios (Morris, 2018). En un estudio
de Hernandez et al. (2020), la utilizacion de DMEM/F12 se asocidé con aumentos en
las tasas de division y produccién de blastocistos, en comparacién con el TCM-199.
Las concentraciones de glucosa en el liquido folicular de yegua oscilan entre 3,24 y
4,7 mmol/L, con tendencia a niveles mas altos durante la fase folicular. La
concentracion de glucosa en M199 es de 5,5 mmol/L y en DMEM/F12 es de 17,5
mmol/L. Se cree que estas diferencias de concentracién durante la maduracién,
podrian responder al aumento de las tasas por parte de DMEM/F12 (Hernandez et al.,
2020).

M-

S M)

Tabla 1. Presencia y concentracion de los metabolitos encontrados en el liquido
folicular y en los medios TCM-199 y DMEM/F-12 (Hernandez et al., 2020).
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Entre los metabolitos identificados en el liquido folicular, nueve de ellos no estan
presentes en TCM-199 o DMEM/F-12. Algunos de ellos son: acetilcarnitina, carnitina,
citrato, creatina, histamina y lactato. También ocurre que hay metabolitos presentes
enelLFyen TCM-199, pero no en DMEM/F-12 y de igual forma, otros estan presentes
en el LF y en DMEM/F-12, pero no en TCM-199 (Hernandez et al., 2020). La
optimizacién de la composicion de estos medios es un proceso continuo. La fuente de
proteina comunmente reportada es el Suero Fetal Bovino (FBS) al 10%. Esta sigue
siendo la elegida por su efecto benéfico sobre la competencia meidtica; también se
han agregado una variedad de factores de crecimiento, antibiéticos y hormonas como
la Foliculo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH). Los estrogenos y la
prolactina se han utilizado histéricamente, pero no aparecen en los protocolos mas
recientes (Hernandez et al., 2020).

Las formulaciones comerciales especificas para los requerimientos del equino se
estan desarrollando, y aunque de forma lenta, estan comenzando a estar disponibles
en el mercado (Sansisena, 2020). El laboratorio ivf bioscience ofrece en su sitio web
(www.ivfbioscience.com), un medio de maduraciébn de ovocitos especifico para
equinos. Este es libre de suero, suplementado con hormonas gonadotropicas
especificas para equinos y gentamicina. El fabricante ofrece un protocolo para tener
conocimiento del correcto uso del medio de maduracion, y segun informacién brindada
por el laboratorio, el costo del mismo es de 75 US$ (frasco de 10 ml).

3. 1. 3. 3 Criopreservacion de ovocitos

En caso de extraer los ovocitos y optar por madurarlos en otro momento, estos pueden
ser congelados. Sorprendentemente, mientras esta técnica es comun y eficaz en los
espermatozoides, en los ovocitos, no lo es. Este gameto ha demostrado ser una de
las células més dificiles de criopreservar (Canesin et al., 2018; Clérico et al., 2021;
Sansisena, 2020). La congelacion de ovocitos aun se considera una técnica
experimental debido al bajo éxito que ha tenido (Clérico et al., 2020); no es lo
suficientemente eficiente como para que su uso sea recomendado en la practica de
manera comercial (Hinrichs, 2018).

La vitrificacion es actualmente el procedimiento de eleccidon para criopreservar
ovocitos. Estos deben someterse a velocidades de enfriamiento extremadamente
rapidas (Pereira et al.,, 2020; Sansisena, 2020) y ser expuestos a altas
concentraciones de crioprotectores permeables (DMSO, etilenglicol, propanodiol, etc.)
y no permeables (sacarosa, trehalosa, galactosa), que reducen el punto de
congelacion del citoplasma y causan la deshidratacion celular (Canesin et al., 2018;
Sansisena, 2020). Aunque los ovocitos vitrificados y calentados son capaces de
madurar, el posterior desarrollo embrionario se ve comprometido (Ortiz-Escribano et
al., 2017). La existencia de tasas altas de desarrollo embrionario, aun no se han
establecido (Hinrichs, 2020). La vitrificacidbn de ovocitos inmaduros, seguida del
calentamiento, maduracion e ICSI, ha dado como resultado tasas de maduracion y
produccion de embriones del 1% al 15% de blastocistos por ovocito inyectado
(Hinrichs, 2018).

3. 3. 3. 5 Actualidad de la MO
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La clave para una mayor produccion de embriones, es destrabar el potencial de
desarrollo que tienen los ovocitos. En general, los principales factores que parecen
influir en esto son la edad de la yegua, la etapa de desarrollo del foliculo, el
almacenamiento de los ovocitos y la adaptacion del protocolo de maduracion in vitro
(Morris, 2018). Se ha llegado a la conclusion, de que los enfoques actuales para la
maduraciéon in vitro de ovocitos equinos, no logran satisfacer completamente las
necesidades metabdlicas del ovocito. Los medios utilizados para la maduracion
difieren mucho de las condiciones fisiol6gicas requeridas para el correcto desarrollo
nuclear y citoplasmatico, disminuyendo el potencial de desarrollo de los mismos
(Hernandez et al., 2020). Si bien los protocolos actuales han tenido éxito en términos
de la capacidad de generar potros vivos, existe una necesidad urgente de disefiar
mejores medios y técnicas de cultivo para satisfacer mejor las demandas del mercado
(Hinrichs, 2018).

3. 1. 4 Transferencia Ovocitaria y Transferencia Intrafalopiana de Gametos

Un método alternativo para la produccion de potros a partir de ovocitos recuperados
de yeguas donantes es la Transferencia Ovocitaria (TO). Es decir, la transferencia de
ovocitos maduros a los oviductos de yeguas receptoras previamente inseminadas. En
este procedimiento, el ovocito es fertilizado en el oviducto de la yegua receptora
(Hinrichs, 2018). Los principales inconvenientes que presenta esta técnica implican la
necesidad de realizar cirugia en la yegua receptora para exponer el oviducto; se
requiere de una dosis inseminante de buena calidad y si hay mdultiples ovocitos
disponibles, entonces se debe tomar la decision de realizar varias cirugias o transferir
multiples ovocitos a los oviductos de una Unica receptora. La Ultima opcidn requiere la
reduccion de vesiculas embrionarias o el lavado posterior del Utero de la yegua
receptora para recuperar embriones. Cuando la TO se realiza utilizando ovocitos de
yeguas fértiles, la tasa de prefiez es tipicamente >70%. Sin embargo, estas son
notablemente mas bajas cuando el procedimiento se aplica a yeguas con menor
fertilidad (Hinrichs, 2018).

Para una Transferencia Ovocitaria exitosa, el ovocito tiene que haber alcanzado la
MIl. Luego de la TO e inseminacion, la yegua receptora debe presentar un cuerpo
lateo funcional, para asegurar el normal desarrollo del embrion. Por lo general, se
eligen yeguas receptoras con foliculos preovulatorios, el cual es aspirado para
remover el ovocito y evitar la concepcidén, o yeguas en anestro o0 estro incipiente
tratadas con estrégenos antes de la TO por laparotomia exploratoria y posterior
tratamiento con progesterona para mantener la gestacion (Hinrichs, 2018).

La técnica de Transferencia Intrafalopiana de Gametos, por sus siglas en inglés
(GIFT), se conoce como la transferencia no solo de ovocitos en el oviducto, sino
también de espermatozoides. Es otra variacion de la TO que se utilizd durante mucho
tiempo para tratar la infertilidad en mujeres. En caballos, la TO y la GIFT se utilizaron
como alternativa para la Transferencia de embriones en yeguas y padrillos con
antecedentes de problemas reproductivos. Sin embargo, como en los humanos, con
el progreso realizado en la ICSI, tanto la TO como la GIFT ya no se utilizan con
asiduidad, aunque esta técnica aun es de interés para la investigacion (Benammar et
al., 2021). Aunque la aplicacion de la TO y la GIFT es eficiente, el desarrollo de ICSI
y del cultivo de embriones y su criopreservacion, promovieron el interés por la
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recoleccion de ovocitos inmaduros mediante OPU, lo que resultd en un mayor numero
de embriones producidos por sesién de OPU que la TO (Lazzari et al., 2020).

3. 1. 5 Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI).

3. 1. 5. 1 Evolucién y aplicabilidad

Los primeros informes de produccion de embriones in vitro en caballos por medio de
Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI), datan de hace poco més de
25 afnos (Stout, 2020). El primer potro producido mediante ICSI nacio en la Universidad
de Colorado, EE.UU en 1996 y fue reportado por Squires (Angel y Bran, 2010). En
contraste con el hombre y otras especies de mamiferos, la Fertilizacion in vitro (FIV)
convencional con gametos de equino, no logra traspasar los obstaculos que la hacen
ineficiente; la incapacidad de los espermatozoides para penetrar la zona pellcida en
condiciones in vitro, se cree que es debido a una activacion incompleta de los
espermatozoides (capacitacion) (Squires, 2020), causada por medios de cultivo
inadecuados. In vivo, el oviducto y sus secreciones proporcionan un microambiente
gue apoya y regula de forma fiable la interaccidn entre los gametos (Leemans et al.,
2016).

Con la implementacion de ICSI, se eluden muchos de los fendmenos basicos
requeridos para la fertilizacion. La ICSI implica realizar en condiciones de laboratorio,
la inyeccién de un espermatozoide viable dentro del citoplasma de un ovocito maduro,
sin la necesidad que el espermatozoide se capacite. Las fallas en la superovulacion
de las yeguas y la FIV convencional, han sido el principal motivo de desarrollo de esta
tecnologia en la produccion equina (Briski y Salamone, 2022).

El hecho de que la recuperacion de ovocitos se realice como un procedimiento
ambulatorio, durante todo el afio y sin manipulacién hormonal, lo hace atractivo para
los propietarios de equinos en competicion (Claes et al., 2016). Después de la
recoleccion de los ovocitos mediante OPU, estos se pueden fertilizar por medio de
ICSI, usando semen de buena y mala calidad, incluso con espermatozoides inmdéviles,
siempre y cuando estos conserven su ADN intacto (Baca Castex y Miragaya, 2015;
Lazzari et al., 2020). Esto beneficia a padrillos viejos, con oligospermia, mala calidad
seminal, o padrillos que han muerto y hay una cantidad limitada de semen disponible
(Claes y Stout, 2022; Squires, 2020).

Los espermatozoides difieren en su capacidad para activar ovocitos, como se pone
en evidencia en las variadas tasas de escision y produccion de blastocistos. Aquellos
con poca habilidad de activacién, pueden resultar en una baja produccion de
embriones para ser comercialmente factible, como asi también si los espermatozoides
son de buena calidad, los embriones resultantes pueden logran altas tasas de prefiez
luego de transferidos (Baca Castex y Miragaya, 2015; Foss, Ortis y Loncar, 2018).

ICSI es considerablemente util en yeguas que no responden a los programas
convencionales de colecta de embriones a causa de patologias en sus oviductos,
Gtero o cérvix, o aquellas que desarrollan onda folicular pero no logran ovular (In vitro
clonagem animal, 2022); también se evita la realizacién de la cirugia que implica la
fertilizacion por TO (Baca Castex y Miragaya, 2015). Sin embargo, ICSI es una técnica
reproductiva compleja y costosa. Requiere de equipos de alto costo como
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micromanipuladores, microscopios de buena calidad, incubadoras de CO2 y personal
experimentado (Vélez y Hinrichs, 2011). Hasta el momento continta siendo la Unica
técnica de fertilizacion in vitro exitosa en la especie equina (Lazzari et al., 2020).

La demanda de produccion de embriones equinos in vitro por ICSI ha aumentado en
la Ultima década, pero su eficiencia contindia siendo variable (Carnevale y Metcalf,
2019). El desarrollo y viabilidad del embrién dependen del método ICSI utilizado para
la fertilizacion. Los dos métodos que se utilizan con mayor frecuencia son por medio
del uso de aguja convencional o de taladro piezoeléctrico (Salgado, Brom-de-Luna,
Resende, Canesin y Hinrichs, 2018). Desafortunadamente, la primera opcion puede
provocarle dafio mecanico al ovocito, causando la deformacion de su zona pellcida.
En la década de los 2000, la incorporacion del taladro piezoeléctrico o “Piezo Drill”,
resultdé en un gran incremento de las tasas de activacion y division celular. Este
dispositivo es un accesorio del sistema de micromanipulacion que genera minimas
vibraciones en la aguja de inyeccién (Carnevale y Metcalf, 2019).

Las principales ventajas que se obtienen realizando la inyeccidén con este accesorio,
son una mayor facilidad de penetracién de la zona pellcida, mejor ruptura de la
membrana del espermatozoide y menor lesion de la membrana plasmatica del ovocito
al ser atravesada. Las tasas de division celular con el empleo de dicho instrumento se
han elevado al 80-85% (Carnevale y Metcalf, 2019; Salgado et al., 2018), pero su uso
no siempre es inocuo y se ha asociado con posibles dafios en el ADN. Esto llevé a los
investigadores, a explorar un método alternativo que evite el dafio de los ovocitos:
ICSI asistida por laser. La misma consiste en crear por medio del laser, un orificio en
la zona peldcida previo a la inyeccion y de esta manera reducir el trauma. Esta técnica
no ha sustituido las anteriores (Carnevale y Metcalf, 2019; Smits, Govaere, Hoogewijs,
Piepers y Van Soom, 2012).

3.1.5. 2 Actualidad

Establecer las técnicas de laboratorio para producir blastocistos equinos in vitro es un
proceso extremadamente trabajoso, que requiere de mucha preparacion y
experiencia. Pueden pasar meses 0 afios antes de que un laboratorio alcance tasas
de produccién de blastocistos comercialmente aceptables. Esto explica por qué
todavia hay muy pocos laboratorios en el mundo que produzcan cantidades
significativas de embriones por medio de esta técnica (Stout, 2020); se estima que
hay 13 instalaciones en todo el mundo que lo realizan (Squires, 2020).

“Avantea” es uno de ellos. Se localiza en Cremona, Italia y se dedica a la reproduccién
animal e investigacion biotecnoldgica. La actividad del laboratorio comenzé en 1991
con Cesare Galli y Giovanna Lazzari. Es la clinica lider en Europa y en el mundo en
OPU-ICSI; cobra por aspiracion E$800 (36.000 pesos uruguayos), E$500 (22,500
pesos uruguayos) la ICSI y E$1.000 (45.000 pesos uruguayos) el embrién producido.
Ademas, brinda el servicio de vitrificacion a través de su banco de genes cobrando en
el entorno de E$10 (450 pesos uruguayos) por embrién por mes (Avantea, 2022;
Hiriart, 2021). También en Marbella, Malaga, se encuentra “Ovohorse” que ademas
de ofrecer el servicio OPU-ICSI, realiza cursos para que los Veterinarios puedan
formarse en la técnica de OPU (Ovohorse, 2022).
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Figura 7. Numero de procedimientos OPU-ICSI realizados en Avantea y en clinicas
externas; numero de embriones obtenidos en los dltimos diez afios que muestran un
aumento progresivo de la aplicacion de esta técnica sobre todo desde 2017 a 2019
(Lazzari et al., 2020).

En EE. UU existen cinco laboratorios (Squires, 2020). Equine Medical Services es uno
de ellos. Se establecié en Columbia, Missouri en 1986 y ofrece el servicio ICSI por
medio de dos opciones. El cliente puede llevar su yegua a las instalaciones de la
empresa para el manejo durante todo el proceso de recuperacion de ovocitos, o puede
realizar la OPU en otra instalacion y enviar los ovocitos al laboratorio para ICSI (Equine
Medical Services, 2022).

En Argentina, en Octubre de 2018, el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, anuncio el nacimiento del
primer potrillo nacido por ICSI, “Palenque Brillito”, hijo de un reconocido caballo de
polo (Hiriart, 2021). La empresa brasilera, In Vitro Brasil Clonagem Animal SA (Mogi
Mirim, SP, Brasil) fundada en 2005, desde entonces se dedica a los trabajos de
almacenamiento celular de grandes y pequefios animales, clonaje de bovinos y
equinos, ademas de ICSI (In vitro clonagem animal, 2022).

A pesar de los numerosos intentos por establecer métodos para FIV convencional, los
resultados no son repetibles e incluso cuando la fertilizacidén es lograda, la eficiencia
es pobre (Félix, Turner, Dobbie y Hinrichs, 2022). En este mismo afio, se registro la
primera Fertilizacion in vitro convencional exitosa en el equino con produccion de
blastocistos y potros nacidos vivos. Segun lo que informaron estos investigadores,
estos son los unicos potros que se han producido hasta la fecha a partir de FIV
estandar, ademas de dos potros informados por el laboratorio de Eric Palmer en 1991
y 1992, los cuales fueron originados a partir de ovocitos madurados in vivo y
transferencia quirdrgica de los embriones directamente al oviducto. Félix et al. (2022),
utilizaron ovocitos madurados in vitro, recuperados por AFTV y ovocitos recuperados
post-mortem.

OPU-ICSI estd generando un fuerte impulso en la aplicacion de tecnologias
embrionarias (Lazzari et al., 2020). En Europa por ejemplo, su uso se ha expandido a
yeguas y padrillos reproductivamente sanos de tal forma, que actualmente se la usa
como una alternativa de la TE (Squires, 2020). Se logran producir mas embriones de
animales considerados genéticamente importantes, aumentando asi el valor genético
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de la poblacion y el nivel de rendimiento deportivo. La posibilidad de producir
embriones en cualquier época del afio brinda flexibilidad de planificacion,
especialmente para yeguas que estan en competencia, pero también para los
programas de cria (Lazzari et al., 2020); las yeguas no tienen que ser inseminadas y
no requieren el monitoreo que si tienen las donantes y receptoras (Squires, 2020).
Segun Lazzari et al. (2020), se puede lograr una produccion promedio de 1.7 a 2
embriones por procedimiento OPU-ICSI, que es mas de lo que se informé con
embriones obtenidos in vivo, con una tasa de prefiez del 70 % y una tasa de parto
superior al 50%; Squires (2020), reportd un promedio de embriones producidos por
sesion de OPU entre 0,8 y 1.2, pero puede llegar a ser 3. Por lo tanto, no sorprende
que la industria esté respaldando esta tecnologia (Lazzari et al., 2020).

3. 2 Técnicas que utilizan embriones
3. 2. 1 Transferencia de Embriones (TE)

3. 1. 1. 1 Evolucién y aplicabilidad

La Transferencia de Embriones (TE) es el procedimiento por el cual se colectan uno
0 mas embriones a través de un lavaje uterino transcervical de una yegua donante
inseminada o servida por monta natural, y se transfiere uno de ellos, al Utero de una
yegua receptora previamente sincronizada (Torres, 2017). Lo que comenzé en los
afos 1970 en Inglaterra y Japén, como un método novedoso para producir potrillos de
hembras en edad no reproductiva, se convirtié luego en un procedimiento de eleccion
aplicable a todas las yeguas (Allen y Wilsher, 2020).

En los inicios, la recuperacion de embriones o “flushings” se realizaban Unicamente
en el cuerno ipsilateral a la ovulacién, pero teniendo en cuenta que desde el dia 6 al
16 el embrion puede movilizarse, posteriormente se procedié a lavar todo el Gtero y
las tasas de recuperacién de embriones aumentaron notablemente. A su vez, en un
principio la transferencia de los embriones a las receptoras se realizaba de forma
quirargica por medio de laparoscopia. Esto después se modificé, y la misma comenzo6
a efectuarse de manera no quirargica a través del cérvix (Allen y Wilsher, 2020).

Los primeros intentos de esta Ultima no fueron exitosos y se lo asocio a una excesiva
manipulacion del cérvix y Gtero, y subsecuente contaminacion y/o liberacion de
factores de la inflamacion como prostaglandinas (Cuervo-Arango, Claes y Stout,
2018). Sin embargo, la técnica se fue perfeccionando y desde ese entonces ha ganado
gran popularidad alcanzando tasas de prefiez de entre 75-90% (Allen y Wilsher, 2020).

En el afio 2004, se implementé la técnica de Wilsher, que consiste en la TE por medio
de la utilizacion de un espéculo vaginal y una pinza cervical llamada “Pinza de
Wilsher”, para facilitar el ingreso de la pistola de transferencia a través del cérvix, con
minima manipulacion y sin contactar el instrumental con la vagina de la yegua (Lossino
y Pietrani, 2018).

En un estudio hecho por Cuervo Arango et al. (2018), se comparé las tasas de prefiez
obtenidas mediante transferencia convencional y transferencia con pinza de Wilsher,
observandose en promedio una tasa de prefiez mayor con esta ultima (92,3% vs
70,9%). Dos operarios con gran experiencia en TE con el método convencional
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obtuvieron tasas de prefiez de 78.8% y 79.7% respectivamente versus tres operarios
con poca 0 ninguna experiencia con el método de Wilsher, que obtuvieron 93.4%,
91.2% y 90.9% de prefiez respectivamente (Lossino y Pietrani, 2018).

Figura 8. TE con método de Wilsher, donde se ve un ayudante sosteniendo el espéculo
y la pinza de Wilsher mientras el operador introduce la pistola de transferencia (Cuervo
Arango et al., 2018).

La TE hoy en dia brinda la posibilidad de poder generar potrillos de madres que se
encuentran en competencia, entrenamiento, o yeguas subfértiles que no pueden llevar
una prefiez a término. También permite obtener muchas crias de una misma madre
en un mismo afio (Oliveira Neto et al., 2018; Silva Rua, Quirino, Christo, Rodriguez y
Barreto, 2018). A pesar de estas ventajas, una limitacion todavia existente es el bajo
porcentaje relativo de recuperacion de embriones de las donantes tratadas con
gonadotropinas, a las cuales, a diferencia de las hembras bovinas, no se les ha podido
estimular la superovulacion de forma eficiente (Allen y Wilsher, 2020).

Algunos de los compuestos exdgenos utilizados para inducir la ovulacion son: i)
hormona liberadora de gonadotropina nativa (GnRH); ii) agonistas de GnRH
(buserelina, deslorelina); iii) Gonadotrofina Coridnica Humana (hCG) vy iv)
prostaglandinas. Su administracion presenta ciertas desventajas como la necesidad
de aplicar multiples inyecciones, implantes y la existencia de foliculos de méas de 20-
25 mm de didmetro para su accién con el uso de algunas de ellas. Sin embargo, para
estimular la superovulacion no hay farmacos disponibles en el mercado (Mutto et al.,
2021).

Se han descripto por ejemplo en yeguas Warmblood, ovulaciones dobles o triples con
una probabilidad del entorno al 15%, pero lo tipico es que la yegua ovule solo un
foliculo por ciclo (Allen y Wilsher, 2020; Sieme et al., 2018). Esto es debido a la dureza
de la tunica albuginea ovariana, que fuerza la ovulacion a través de la fosa de
ovulacion, donde la tlnica no esta presente. La fosa se encuentra situada
ventromedial al ovario y multiples foliculos compiten entre si, pero se luteinizan antes
de que puedan ovular, con excepcion del foliculo preovulatorio dominante que ovulara
12-24 horas antes de que finalice el estro (Allen y Wilsher, 2020).
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Figura 9. Ovario de yegua seccionado, donde se puede ver la ubicacion del foliculo
preovulatorio adyacente a la fosa de ovulaciéon por donde ovulara (Allen y Wilsher,
2020).

La estimulacién hormonal de méas de dos o tres foliculos, no resulta en un aumento de
las tasas de recuperacion debido a que estos se aglutinan en la fosa, y por ende
carecen de espacio para poder ovular. Es por esto que el éxito de la superovulacion
es eficiente si se logran ovulaciones dobles (Bertoldi, Segabinazzi, de Paula Freitas,
Dell’Aqua y Alvarenga, 2018; Sieme et al., 2018).

Aungue todavia no existe una hormona foliculo estimulante disponible comercialmente
para inducir la superovulacion en yeguas, hay numerosos reportes de incrementos en
las tasas de recuperacion embrionaria con la administracion de extracto de pituitaria
equina rica en FSH o FSH recombinante (Squires, 2020). Se ha demostrado que tanto
la FSH recombinante equina (reFSH) como la LH recombinante equina (reLH), son de
gran ayuda para inducir multiples ovulaciones en yeguas ciclicas, en anestro profundo,
fértiles o subfértiles (Roser y Meyers-Brown, 2019). A partir de un estudio realizado
por Mutto et al. (2021) para evaluar la efectividad de reFSH, estos concluyeron que su
uso en yeguas en anestro profundo da como resultado el desarrollo folicular, la
ovulacion de ovocitos fértiles y la produccién de embriones que logran establecer
prefieces viables después de la transferencia. La reFSH permite simplificar el
tratamiento por medio de la administracion de una monodosis y podria estar disponible
comercialmente en un futuro (Mutto et al., 2021).

Solo puede esperarse una tasa de recogida de embriones satisfactoria en yeguas
sanas sin problemas reproductivos en su historial. Las tasas bajan drasticamente si la
yegua tiene mas de 13-15 afios, momento en que empieza a disminuir la fertilidad y
la calidad embrionaria (Lossino y Pietrani, 2018; Sieme et al., 2018; Torres, 2017). En
yeguas jovenes reproductivamente sanas e inseminadas con semen de buena
calidad, las tasas de recoleccion de embriones alcanzan el 70-75%, mientras que solo
el 20-30% de los intentos de recoleccidon son exitosos en yeguas que han tenido
problemas (Nieto Olmedo et al., 2020; Sieme et al., 2018).

Lossino y Pietrani (2018), expusieron tasas de recuperacion de embriones del 31%
para yeguas subfértiles. Ademas, manifestaron que estas producen una alta
proporcion de embriones anormales (Lossino y Pietrani, 2018; Sieme et al., 2018). La
variabilidad entre las tasas se debe, entre otras cosas, al tipo de semen utilizado, a su
calidad y dosis, la edad y estado reproductivo de la donante, el dia posovulacion en el
que se realice el lavado uterino, el numero de ovulaciones, la técnica de lavaje
utilizada y el entrenamiento del operador (Lossino y Pietrani, 2018).
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El blastocisto equino es robusto y relativamente poco demandante en cuanto a sus
requerimientos. Se lo puede recolectar sin grandes dificultades y logra sobrevivir si es
transferido correctamente (Allen y Wilsher, 2020). La calidad del embrién a transferir
tiene una influencia muy significativa en las tasas de prefiez y de pérdidas
embrionarias tempranas. La mayoria de los embriones colectados son clasificados en
distintos grados para estimar las chances de éxito postransferencia (Sieme et al.,
2018).

Generalmente los embriones llegan al Gtero luego del transporte a través del oviducto
al dia 5,5-6 posovulacién (PO). Es por esto que la recoleccion se suele realizar entre
los dias 6,5y 9 (Sieme et al., 2018). Los intentos para recuperar los embriones en el
dia 6 resultan en tasas de recuperacion mas bajas comparadas con las de dia 7, 8 o
9. Los embriones de dia 10 son mas dificiles de manejar y requieren de entrenamiento
y materiales apropiados, de lo contrario resultan en menores tasas de éxito. Teniendo
en cuenta esto, el dia de preferencia de recuperacién de embriones es el dia 7 PO. El
dia 8 es la segunda alternativa. También hay que considerar que en las yeguas viejas
y/o inseminadas con semen congelado, puede ser recomendable realizar el lavaje el
dia 9 0 10 PO, debido a que el tiempo de transito tubarico puede ser mayor y la tasa
de crecimiento del embridbn menor (Lossino y Pietrani, 2018).

La incidencia de muerte embrionaria temprana en la prefiez sigue siendo una de las
principales causas de pérdidas econdmicas para la industria equina, y hasta la fecha,
la disponibilidad de técnicas para su deteccién ha sido limitada, debido a que no es
posible detectar el embrion antes del dia 11-12 posovulacion con ultrasonografia
convencional. En este ultimo tiempo, se ha experimentado el uso de la Ultrasonografia
Doppler para detectar prefieces tempranas antes del dia 10 (dias 7-8 posovulacion) y
los resultados son esperanzadores (Nieto Olmedo et al., 2020).

Uno de los elementos indispensables para el éxito de la TE, es la sincronicidad de las
yeguas donante y receptora para lograr la transferencia del embrién en el momento
adecuado. Se han logrado tasas de prefiez similares, si la yegua receptora ovula 1 dia
antes o hasta 5 dias después de la yegua donante. La ovulacion fuera de este rango
de tiempo conduce a una caida dramatica en las tasas de prefiez. Idealmente, la
yegua receptora ovula 24 a 48 horas después de la donante (Sieme et al., 2018).

Las yeguas que se seleccionan como receptoras deberian, en lo posible, ser jovenes
(3-12 afos), no ser primerizas, contar con buen estado de salud, poseer buena
condicion corporal 3/5 (no obesas), tener buena aptitud reproductiva y ser mansas. El
resultado de biopsias endometriales también es un factor importante a considerar,
teniendo en cuenta que la diferencia en tasas de pérdida embrionaria en yeguas
receptoras seleccionadas utilizando este estudio, es significativamente menor
(Lossino y Pietrani, 2018). La variabilidad en la duraciéon de los ciclos estrales y
especialmente las diferencias en la respuesta a los tratamientos hormonales, dificulta
el trabajo con una sola receptora. Es por esto, que el uso de dos o tres yeguas,
asegura tener al menos una en sincronia con la donante, y asi poder realizar la
transferencia (Sieme et al., 2018).

3.2.1. 2 Actualidad
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En nuestra region, las razas Polo Argentino y Manga Larga Marchador en Brasil,
fueron las pioneras en aplicar la técnica de TE en la década de los 90. Se comenzaron
a ver resultados positivos rapidamente, apareciendo en forma creciente y exponencial,
mayores cantidades de productos nacidos por TE en las principales competencias de
polo: los Abiertos de Tortugas, Hurlingham, y Palermo y los torneos mas importantes
en el exterior: en EE.UU la Gold Cup, y en UK la Queen’s Cup, como en los principales
torneos de Espafia, Francia y Dubai, donde usualmente son premiados los caballos
raza Polo Argentino que alli juegan. En el 2020 el 91% de los animales en competencia
eran productos de TE (Ballester, 2021).
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Figura 10. Evolucién de los productos raza Polo Argentino en el Abierto de Polo
Argentino desde 1993 hasta 2020; aumento de caballos nacidos por servicio natural
(S/N) y por Transferencia Embrionaria (T/E) (Ballester, 2021).

Actualmente Brasil y Argentina son los paises lideres en su aplicacién seguidos por
EE. UU (Squires, 2020). En un primer comienzo, muchas de las razas requerian que
la yegua fuera mayor de 16 afos y virgen antes de que se le permitiera realizar la TE
y sélo podia ser registrado un potro por afio (Squires, 2019). No pasé mucho tiempo
antes de que se levantaran estas restricciones, y la técnica empez0 a ser utiliza por
razones distintas a la infertilidad, incluso hasta en yeguas jévenes de 2 afios. América
del Sur también tuvo una gran influencia por parte de la asociacion de criadores de
caballos Cuarto de Milla que habilitd su uso en el afio 2002 y es una de las
asociaciones que registran mas potros por TE al afio (Hinrichs, 2013; Squires, 2020).
En nuestro pais lo hizo primeramente la raza Criolla en el afio 2013.

Segun la IETS (International Embryo Technology Society), en su informe anual de
Diciembre 2020, se registro un total de 33860 embriones equinos (producidos in vitro
e in vivo) a nivel mundial, de los cuales 24276 fueron generados en Sud América,
7607 en Europa y 1977 en América del Norte. Si se lo compara con el 2019, hubo un
aumento de un 13,6% para la produccion de embriones equinos producidos in vivo y
un aumento de un 37,1% para la produccion de embriones producidos in vitro (IETS,
2020).

A fines de diciembre de 2019 se produjo el brote del virus Covid19 que luego se
expandié y declar6 como pandemia mundial. No fue solo una importante crisis
sanitaria y social, si no que tuvo un gran impacto en la economia. En este escenario,
cabria esperarse una depresion en la industria mundial de embriones, como se ha
observado anteriormente en paises que han experimentado crisis politicas o
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econdémicas. Sin embargo, las cifras de 2020 demuestran lo contrario (IETS, 2020). El
namero de potros obtenidos por medio de TE viene en aumento sostenido afio tras
afo (Sieme et al., 2018).

En Uruguay se encuentra habilitado por el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca, el Laboratorio de Reproduccion Equina “Equus”. Alli se realiza inseminacién
artificial con semen fresco, refrigerado y congelado; produccién y transferencia de
embriones (tiene la habilitacién para la exportacion e importacion de los mismos),
diagnéstico y tratamiento de yeguas y padrillos subfértiles, ademas de otros servicios.
En la temporada 2018/2019 obtuvieron 34 embriones, en la 2019/2020, 2020/2021 y
2021/2022 50, 36 y 54 respectivamente. Cuando comenzaron con la produccion en el
2013 en promedio obtenian 10 embriones por temporada. Las razas con las cuales
trabajan en mayor medida son la Arabe, Angloarabe, Cuarto de Milla, Criollo,
Appalloosa y caballos de Hipismo. Alli también se estd incursionando en la
maduracién ovocitaria (Comunicacion personal Nicolas Cazales, 2022).

En programas comerciales de TE es considerada aceptable una eficiencia global igual
o superior a 50%, o sea, una tasa de recuperacion (TR) por ciclo superior a 70% (con
semen fresco/refrigerado) y una tasa de prefiez postransferencia (TP) superior a 70%,
(Eficiencia= TR x TP= 0,7 x 0,7= 0,49) (Lossino y Pietrani, 2018). Considerando esto,
promedialmente, el 30% de los ciclos en que se inseminan las donantes y preparan
las receptoras (semen, insumos, alimento, tiempo, trabajo) son improductivos y los
costos deben ser “absorbidos” por los ciclos productivos de la misma yegua (o por
algo o alguien mas). Si ademas se considera una tasa de prefiez promedio de 70%,
se asume que 30% de los embriones que se recuperan y transfieren a receptoras, no
generan una prefiez. Las tasas reportadas de pérdidas embrionarias promedio en
programas de TE hasta el dia 60 son del 10%. Una de cada 10 prefieces que se ven
ecograficamente en los chequeos entre dia 12-14 y 60, estadisticamente se pierden
(Lossino y Pietrani, 2018).

Los programas de TE son realmente complejos. Por este motivo se suele registrar las
actividades (datos de los ciclos de cada yegua, inseminaciones, tratamientos,
flushings, transferencias, etc.) que se llevan a cabo. Es dificil intentar analizar la
eficiencia de un sistema de este tipo, si no se cuenta con datos objetivos, numéricos,
y en cambio solo se tiene intuiciones, opiniones, que si bien tienen su importancia
relativa, no resultan suficientes como para realizar diagnosticos certeros y sacar
conclusiones de posibles fallas y puntos criticos a mejorar (Lossino y Pietrani, 2018).

Afortunadamente hoy existen herramientas tecnolégicas que facilitan el ordenamiento
y procesamiento de los datos en tiempo real. Toda esta informacion es de vital
importancia para posicionarse en el sistema y determinar los puntos sobre los cuales
se deberia trabajar para comenzar a mejorar la eficiencia. A pesar de esta Ultima
haberse incrementado lentamente desde los afios 80, son todavia muy grandes las
pérdidas en términos econémicos, de tiempo, genética, ciclos de las donantes, semen,
expectativas de los clientes, etc. (Lossino y Pietrani, 2018).

Los costos de realizar la técnica se han mantenido relativamente constantes durante
los inicios y el desarrollo de la TE. Sera interesante ver como en un futuro, la
posibilidad de inducir la superovulacion de forma eficiente, podria generar un gran
cambio a nivel econémico. Las nuevas tendencias se inclinan a la mayor produccién
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y venta de embriones criopreservados entre paises o la comercializacion de yeguas
receptoras en subastas publicas (Squires, 2020). El uso de técnicas de reproduccion
asistida como la TE, no ha sido asociado hasta el momento con alteraciones
significativas en las yeguas o el futuro potro, apoyando el uso de estas herramientas
en reproduccion equina (Valenzuela et al., 2018).

3. 2. 2 Refrigeracion y congelacion de embriones

3. 2. 2. 1 Evolucion y aplicabilidad

Uno de los descubrimientos mas importantes en la TE, fue el comprobar que los
embriones pueden ser mantenidos a 5°C por 24 horas, sin pérdida de su viabilidad. El
mantenimiento de embriones a temperaturas de refrigeracion permite su traslado,
reduciendo los problemas asociados con la disponibilidad de receptoras (Sieme et al.,
2018). De esta forma, los embriones pueden ser transportados desde el lugar donde
se encuentra la yegua donante, a centros donde hay disponibilidad de receptoras
sincronizadas, sin tener que hacer la transferencia en el mismo establecimiento
(Hinrichs, 2020; Squires, 2019).

Uno de los primeros medios reportados para mantenimiento de embriones equinos,
fue el Ham’s F-10 gasificado. Con este medio, los embriones transportados en
dispositivos de enfriamiento pasivo como el Equitainer®, a 5°C por hasta 24 horas,
presentaron tasas de prefiez semejantes a las de embriones frescos (Hinrichs, 2020;
Sieme et al., 2018). El posterior desarrollo de otros medios, elimind la necesidad del
gas, y estos ultimos también alcanzaron tasas de prefiez aceptables. Un ejemplo de
ellos, es el BotuEmbryo® (Botupharma, 2022); pocos estudios han reportado
resultados sobre mantenimiento de embriones a temperaturas que no sean en el
entorno a los 5°C (Hinrichs, 2020).

En cuanto a embriones congelados, mientras la yegua donante esté ciclando, estos
se pueden recolectar y almacenar a bajas temperaturas para poder ser transferidos
cuando sea conveniente (Canesin et al., 2020; Sieme et al., 2018). Esto ha potenciado
de sobremanera el uso de la TE, ya que los embriones se pueden recolectar fuera de
temporada y transferirse tempranamente al siguiente afio (Squires y McCue, 2016).

Si se obtiene mas de un embrion en una sola coleccion a raiz de una ovulacion
multiple, pero una sola yegua esta disponible como receptora, los otros embriones se
pueden almacenar (Sieme et al., 2018). Ademas, la disponibilidad de embriones
congelados permite planificar con anticipacion la produccion de potros, comercializar
esa genética a través de subastas y eliminar el riesgo de lesiones que implica el
transporte de animales vivos (Lazzari et al., 2020; Squires y McCue, 2016). Para razas
en peligro de extincion, la criopreservacion de embriones permite el establecimiento
de bancos de genes y por ende el mantenimiento de la biodiversidad (Canesin et al.,
2020; Sieme et al., 2018).

Para la congelacion de embriones equinos ya sea recolectados in vivo o producidos
in vitro, se han implementado dos técnicas: congelacion lenta convencional y
vitrificacion (Canesin et al., 2020). Para la primera, la reduccién de la temperatura es
mas lenta y debe controlarse estrictamente, lo que solo es posible mediante el uso de
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equipos de congelacién controlada. Es por esto que la vitrificacion, al igual que en los
ovocitos, se ha vuelto mas comun en la practica a campo (Sieme et al., 2018).

Las soluciones de vitrificacion contienen concentraciones altas de crioprotectores
(glicerol, etilenglicol, entre otros) que permiten una rapida eliminacion del agua de las
células. Después de la exposicion a estas soluciones, el embrién se sumerge en
nitrogeno liquido a una velocidad de enfriamiento ultrarrapida. Con esta tecnologia, el
embrion y los medios que lo rodean, pasan a un estado vitreo donde se evita la
formacion de cristales de hielo. Los kits de vitrificacion estan disponibles
comercialmente y se pueden realizar protocolos sin un equipo especial (Sieme et al.,
2018). Un ejemplo de ellos es el que ofrece la empresa Minitube en su sitio web:
(https://www.minitube.com), donde se detalla lo que incluye el kit: medio de
vitrificacion, medio de dilucion, placas de cultivo, pajuelas estériles, jeringas con
puntas, goblets y varillas para goblets.

Los embriones recolectados in vivo <300 um pueden criopreservarse con éxito
mediante congelacion lenta o vitrificacion, lo que ha dado como resultado tasas de
prefiez del 45 % al 67 % después del calentamiento y la transferencia (Hinrichs, 2020).
Los embriones producidos por ICSI (embriones producidos in vitro) en estadio de
morula o blastocistos tempranos (<300 pm de didmetro), también pueden ser
criopreservados mediante las dos técnicas, dando como resultado tasas de prefiez
similares a las de embriones frescos <300 pm (Hinrichs, 2020). El mayor
inconveniente para obtener embriones pequefios (<300 pm) in vivo, es que los
flushings deben realizarse en el dia 6 posovulacién, pero esto ha resultado en tasas
de recuperacioén embrionaria menores a las de dia 7, 8 0 9 (Hinrichs, 2018; Sieme et
al., 2018).

La mayoria de los embriones de dia 7-8, se encuentran en el estadio de blastocisto
expandido, presentan un didmetro de entre 300 um y 1200 um y poseen una capsula
glicoproteica que los rodea y es impermeable a los crioprotectores (Herrera, Fanelli,
Panzani, Bollwein y Camillo, 2021; Hinrichs, 2020; Sieme et al., 2018). La presencia 'y
correlacién del grosor de la capsula acelular para la congelabilidad, junto con el liquido
contenido en la cavidad blastocélica, impide que estos embriones puedan ser
criopreservados con éxito utilizando técnicas convencionales de congelacion
(Hinrichs, 2020; Pérez Marin, Vizuguete, Vazquez-Martinez y Galisteo, 2017; Squires
y McCue, 2016); y han resultado en tasas de prefiez de 0% a 38% (Diaz et al., 2018).

Muchos autores informaron que el colapso del blastocele (total o parcial) es
imprescindible para la criopreservacién de embriones >300 um (Hinrichs, 2020; Pérez
Marin et al., 2017). Para lograr el colapso, los mismos se perforan utilizando una
unidad de micromanipulacion y una micropipeta. Se aspira el liquido del blastocele y
los embriones se vitrifican inmediatamente (Diaz et al., 2018; Sieme et al., 2018). Este
procedimiento tiene como desventaja, que en ocasiones, los embriones producidos in
vivo deben ser transportados hasta las instalaciones que cuentan con el
micromanipulador, y luego nuevamente ser transportados vitrificados/congelados
hasta el lugar donde se encuentra la receptora; se han estudiado otras formas para
realizar el colapso sin tener que contar con el micromanipulador, pero no han tenido
éxito (Squires, 2020).
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Varios estudios han reportado un incremento en las Tasas de Prefiez Post Vitrificacion
(TPPV) como resultado de este procedimiento. Hasta hace unos afos, las TPPV en
las yeguas usando embriones >300 um eran inferiores al 40%, pero luego de la
puncién de la capsulay la reduccion del liquido del blastocele, las TPPV aumentaron
entre el 60% y 80% (Urias Castro y Boeta, 2020). La eliminacién del liquido es critica
para el éxito (Clérico, Rodriguez, Taminelli y Sansisena, 2019; Hinrichs, 2020; Umair
y col., 2022) pero a pesar de este descubrimiento, las tasas de prefiez no siempre son
tan altas (Sansisena, 2020).

Figura 11. Colapso artificial de un blastocisto expandido (Sansisena, 2020).

La mayoria de los estudios publicados hasta la fecha sobre tasas de prefiez de
embriones equinos criopreservados han sido en universidades y en base a un
pequefio numero de transferencias, a diferencia de los datos disponibles para
embriones frescos y refrigerados. Ademéas, muchos de los embriones equinos
congelados no han sido transferidos y aln permanecen almacenados en nitrdgeno
liquido (Squires y McCue, 2016).

Los embriones producidos in vitro, son tolerantes a la criopreservacion y tienen la
particularidad de que pueden ser esperados en el laboratorio, hasta que alcancen el
tamafo ideal para ser criopreservados con mayor probabilidad de éxito (Squires y
McCue, 2016).

3. 2. 2. 2 Actualidad

El alto costo del equipo de micromanipulacién, es una limitante para el mayor uso de
la vitrificacion de embriones >300 um (Sansisena, 2020). Aunque esta tecnologia sea
relativamente sencilla y rapida, es necesario el desarrollo de un dispositivo que pueda
colapsar el blastocele de forma segura, sin la necesidad de contar con el equipo de
micromanipulacién y permitir de esa forma, que la vitrificacion sea mas accesible en
la practica veterinaria (Hinrichs, 2018).

En un futuro, la criopreservacion de embriones de gran tamafio probablemente hara
gue las transferencias se vuelvan menos costosas, ya que no sera necesaria la
sincronizacion de tantas receptoras, y por otro lado mas accesibles, porque la
recoleccion podra hacerse de forma mas tardia (Sieme et al., 2018). Si estos factores,
sumado a la ineficiencia en la superovulacion de la yegua, pueden ser mejorados y
potenciados en los proximos afios, la criopreservacion de embriones probablemente
aumentara de forma exponencial (Squires y McCue, 2016).

3. 3. 3 Examenes preimplantacionales en embriones
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Desde hace muchos afos los examenes para detectar alteraciones genéticas
posnatales forman parte de la clinica en muchos paises, mientras que las pruebas
para embriones, se informaron por primera vez en el afio 2010, y desde hace poco se
encuentran disponibles como un servicio comercial (Campbell y McNamee, 2020a).
Estas pruebas han progresado a un ritmo mas lento en comparacion con otras
especies como la bovina y humana (Herrera, 2016).

Los andlisis genéticos preimplantacionales en equinos consisten en la extraccion de
algunas células del embrién, que luego son analizadas por medio de técnicas de
biologia molecular como la prueba de PCR (Herrera, 2018). Esto implica recolectar
los embriones y hacer biopsias in vitro para detectar posibles enfermedades genéticas
(Campbell y McNamee, 2020a). La biopsia en el estadio de morula tardia o blastocisto
expandido es un procedimiento bastante complejo, esencialmente debido a la
presencia de la capsula embrionaria, la cual es muy dificil de penetrar con los métodos
convencionales de micromanipulacion. La implementacion de la micropipeta
piezoeléctrica, la cual fue mencionada previamente para el colapso del blastocele,
también hizo que la micromanipulacién piezo-asistida sea un método valioso para
realizar este tipo de examenes, reduciendo la pérdida de viabilidad de los embriones
(Costa-Borges, Sanchez Arbouin, Blanco y Schockemdhle Stud Lewitz, 2018).

Similar a lo que se ha logrado en la seleccion gendmica en bovinos, si la seleccion de
los mejores embriones ocurre antes de la transferencia, los tiempos generacionales
se acortan significativamente y los costos de produccién de un caballo de élite se
reducen. Esto permite la identificacion de rasgos no deseados, como también
importantes “loci” asociados con caracteristicas valiosas (Herrera, 2016).

Cuando se trata de esto ultimo, el objetivo es identificar embriones con genes que
codifiquen rasgos que los criadores encuentren deseables. Esto incluye la
identificacion del sexo y genes que codifican el color del pelaje o las marcas blancas.
El sexo de los embriones es de interés para aquellos criadores que consideran que
un sexo se desempefia mejor que el otro en la disciplina deportiva en que participan
(Campbell y McNamee, 2020a). Un ejemplo claro es el polo, en el cual la gran mayoria
de los caballos jugando competencias de alto handicap son hembras (Riera et al.,
2019). Los centros de TE que trabajan con este tipo de animales, han sufrido la presion
del mercado para producir Unicamente hembras. Si bien existieron intentos de trabajar
con semen sexado mediante Citometria de Flujo o Nanoparticulas magnéticas, estos
no fueron exitosos desde el punto de vista comercial o técnico/logistico (Riera, 2021).

La identificacion del color del pelaje a menudo se lleva a cabo por razones
comerciales, pero en algunas razas existen enfermedades genéticas relacionadas con
el color, por lo que las pruebas de color y enfermedad son combinables. Por ejemplo,
en el American Paint Horse, se produce una mutacion genética de la raza (Lethal
White Overo Syndrome), que causa un color de capa blanco completo, piel rosada, y
una falta anormal de células ganglionares en el intestino (Campbell y McNamee,
2020a).

Esto da como resultado anomalias graves del tracto intestinal y muerte prematura.

Dado que la enfermedad es autosémica recesiva, los animales se ven afectados si
heredan dos copias del gen defectuoso. Por lo tanto, las pruebas genéticas tienen el
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doble propdsito de identificar el color del pelaje e identificar a los animales que portan
el gen para evitar cruzarlos (Campbell y McNamee, 2020a).

Los examenes preimplantacionales solo se pueden utilizar en aquellas razas cuyos
libros genealdgicos permitan el registro de potros resultantes de la transferencia de
embriones u otro tipo de TRA. Solo aquellos embriones que no portan genes
anormales, se seleccionan para transferirlos a una yegua y asi llevar la prefiez a
término. La transferencia debe ser inmediata o los embriones pueden ser vitrificados
mientras se esperan los resultados del analisis genético (Campbell y McNamee,
2020a).

La aplicacion de esta tecnologia en caballos presenta algunas limitaciones. A
diferencia de la produccion de leche o la terneza de la carne en el ganado, el
rendimiento atlético en el caballo no se puede medir tan facilmente y por lo tanto, la
correlacion entre un cierto perfil de genes y su fenotipo correspondiente, pueden no
determinarse con precision. Para poder correlacionar esto, los rasgos atléticos de
miles de individuos y sus crias deberian ser registrados, pero en la mayoria de las
razas equinas, este dato se encuentra ausente (Herrera, 2016).

3. 2. 4 Edicion Génica (EG) en embriones

3. 2. 4. 1 Evolucion y aplicabilidad

Las tecnologias genéticas dentro de la industria equina se volvieron mas conocidas
desde que se publicé el genoma del caballo en el afio 2009 (Campbell y McNamee,
2020a). El principal interés en los caballos genéticamente modificados se centra en la
reversion y resistencia a patologias, y la mejora en el rendimiento deportivo (Moro et
al., 2020; Suva et al., 2021); la herramienta de edicién génica CRISPR/Cas9 es la méas
conocida hoy en dia para llevar a cabo la edicién. Es practica y econdémica en
comparacién con otros sistemas. Permite realizar intervenciones especificas
introduciendo o eliminando genes. Este sistema utiliza cadenas guia de ARN para
identificar secuencias de ADN predeterminadas, y junto con una Endonucleasa que
se une a esta cadena guia de ARN, cortan el ADN en el sitio objetivo (Campbell y
McNamee, 2020a).

CRISPR/Cas9 también se puede usar para realizar funciones distintas de cortar o
agregar genes, por ejemplo, para activarlos o desactivarlos. Estos refinamientos
permiten alterar su expresiéon en los individuos, sin hacer un cambio hereditario en el
genoma (Campbell y McNamee, 2020a). Sin embargo, todavia existe cierta
incertidumbre sobre la seguridad en su uso. La secuencia de reconocimiento de
CRISPR/Cas9 es tan corta, que hay probabilidades de que el sistema reconozca,
enlace y edite secuencias que no son 100% idénticas a la que se desea editar. Estas
ediciones indeseadas se conocen como “efectos fuera del objetivo” y son una
preocupacion en la terapia génica. Si la edicién de genes fuera a ser usada para clonar
genéticamente a un atleta saludable, también podria representar un riesgo potencial
para la salud debido a estos efectos (Tozaki y Hamilton, 2021).

El mosaicismo es otro problema que se puede presentar con el uso de CRISPR/Cas?9,
pero lo ventajoso de su uso en embriones, a diferencia de los adultos, es que la edicion
se puede aplicar antes del primer evento de escisién, por lo que es mas probable que
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la mutacion esté presente en todas las células del individuo (Hisey et al., 2021). La
edicién de un embrién unicelular deberia resultar en que todas las células del animal
adulto contengan esa edicion. Por el contrario, si la edicion de genes se lleva a cabo
una vez que nace el animal, no todas las células de ese animal contendran la edicion,
haciendo que el animal sea “mosaico” (Tozaki y Hamilton, 2021).

Las opiniones sobre el uso de la edicidn génica en equinos estan divididas. Los
principales reguladores internacionales de competencias equinas (exceptuando el
polo) no permiten la edicion génica con fines de correccion de enfermedades o mejora
del rendimiento. La Federacion Ecuestre Internacional (FEI) es una de ellas, pero si
autoriza realizar testeos. En cambio, la Federacion Internacional de Autoridades
Hipicas (IFHA) prohibe rotundamente tanto la edicion como la realizacion de
examenes genéticos (Campbell y McNamee, 2020a). Esto esta en linea con el deporte
humano, donde la Agencia Mundial Antidopaje (AMA), prohibe el uso de la edicion de
genes para cualquier propdésito. Sin embargo, la aplicacién de estas prohibiciones
depende de la capacidad de poder detectar la edicion, y tal trabajo estd en marcha en
el dopaje equino (Campbell y McNamee, 2020b).

Algunas asociaciones como la Asociacién Mundial del Caballo Arabe (WAHO) y la
Asociacion Americana de Caballos Cuarto de Milla (AQHA) recomiendan el uso de
test genéticos. Esta Ultima, exige el testeo para cinco enfermedades genéticas:
paralisis periédica hipercalémica; hipertermia maligna; deficiencia de la enzima
ramificadora del glucogeno; desorden hereditario de astenia dérmica regional
(HERDA) y miopatia por almacenamiento de polisacaridos. Esta asociacién no
permite el registro de potros con estas condiciones hereditarias (Campbell y
McNamee, 2020a).

En el afio 2017 se publicé en Argentina el primer informe de edicién genética no
terapéutica de embriones equinos, destinado a mejorar el rendimiento en ausencia de
lesion o enfermedad (Campbell y McNamee, 2020a). Este trabajo evalué la posibilidad
de eliminar el gen de la miostatina (MSTN), un regulador negativo del desarrollo de la
masa muscular, y generar embriones clonados con este genotipo modificado (Vichera
et al.,, 2018). La MSTN ha sido estudiada y editada en diferentes especies de
mamiferos, principalmente con el propdsito de aumentar la produccion de carne en
bovinos, caprinos, ovinos y cerdos y para mejorar el rendimiento deportivo en perros.
En caballos, se ha demostrado que los niveles de expresion de MSTN influyen en la
capacidad de rendimiento, dando caballos méas rapidos para distancias mas cortas
con menor expresion de MSTN (Moro et al., 2020).

Histéricamente, la mejora del ganado mediante la cria selectiva fue la principal fuerza
de seleccién en la produccion y el bienestar animal. CRISPR/Cas9 permite superar
estos limites y mejorar la calidad de vida de los animales (Vichera et al., 2018). La
evidencia que existe de la variabilidad genética para sufrir riesgo de fractura y la
heredabilidad de las lesiones de los tendones en los caballos, es otro motivo para que
la edicion genética pueda usarse para reducir la incidencia de lesiones en atletas
equinos (Campbell y McNamee, 2020a).

3. 2. 4. 2 Actualidad
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El uso de la edicién genética va mas alla de la correccion de trastornos y por el
contrario, tiene como objetivo mejorar los limites fisiolégicos mas alla de lo 'normal’
(Campbell y McNamee, 2020a). Con su relativa facilidad de implementacion, el
dispositivo CRISPR/Cas9 puede alterar el ADN con mayor eficiencia que otras
tecnologias, ya que se evita la produccién de organismos genéticamente modificados
0 sea, aquellos en los que se introdujo material genético de otra especie
(transgénesis). Dentro de sus ventajas también se encuentra la capacidad de permitir
el rapido desarrollo y prueba de diferentes estrategias farmacoldgicas, lo que resulta
en tiempos de produccion mas cortos frente a otros métodos de ingenieria genética,
para su aplicacion no solo en equinos, si ho en ganado para produccion de alimentos
y demas especies domésticas (Singh y Ali, 2021).

Aunqgue la edicion génica ha despertado mucho interés, las preocupaciones éticas se
centran en la desigualdad econdémica entre los propietarios para acceder a esta
herramienta; ausencia de consentimiento por parte del animal; oposicién al uso de
embriones basada en su estatus moral, teniendo en cuenta que la seguridad en la
edicién de embriones no esta totalmente probada. Los efectos indeseados en su salud
y bienestar pueden ocurrir y transmitirse a las generaciones futuras (Campbell y
McNamee, 2020a).

Segun la opinion de Campbell y McNamee (2020b), debido a estos efectos
impredecibles, la edicion de genes solo se justifica con el propédsito de
corregir/prevenir enfermedades. A medida que la ciencia se desarrolle y pueda
asegurar que no existan estos efectos adversos, la edicién genética en caballos para
mejorar su rendimiento, podria convertirse en éticamente aceptable, basandose en un
andlisis de dafio: beneficio. Mientras tanto, el bienestar de los atletas equinos debe
ser protegido por la regulacion internacional (Campbell y McNamee, 2020a).

3. 3 Produccién de individuos genéticamente idénticos
3. 3. 1 Clonacién por Transferencia Nuclear de Células Soméaticas (TNCS)

3. 3. 1.1 Evolucién y aplicabilidad

El primer équido clonado nacié en EE.UU en el afio 2003. Esta fue una mula llamada
“ldaho Gem” resultante de la Transferencia Nuclear de Células Somaticas (TNCS).
También en ese afio, una potra de nombre “Prometea”, fue producida por el
laboratorio del Dr. Cesare Galli en Italia, y resulté de la TNCS a partir de células de la
propia yegua que la gestd. Esta potra se creo utilizando ovocitos madurados in vitro y
posterior cultivo del embrion resultante hasta la etapa de blastocisto, el cual fue
transferido a la yegua receptora (Gambini y Maserati, 2018; Hinrichs, 2006). En 2010,
el equipo de Daniel Salamone en Argentina produjo el primer potro saludable clonado
en América del Sur, un caballo criollo argentino llamado “Nandubay Bicentenario” y
en 2012, Brasil (In vitro clonagem animal) reporté el primer clon de un caballo
Mangalarga Marchador al cual llamaron “Turbante” (Gambini y Maserati, 2018).

La clonacion es el proceso biotecnolégico que permite generar un organismo
genéticamente idéntico a otro. No existe un unico método para llevarla a cabo, pero
en el equino, la transferencia nuclear de células somaticas, es el que se utiliza, y al
cual se haré referencia (Lossino, 2010). Esta técnica, consiste en fusionar mediante
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un pulso eléctrico, la informacion genética de una célula somatica (generalmente estas
células son fibroblastos obtenidos a partir de muestras de piel), con un évulo al que
previamente se le extrajo el nucleo y que por ende carece de informacion genética
nuclear. En otras palabras, el ovocito enucleado, incorpora el nucleo de la célula del
individuo a clonar (célula donante). Después de la activacion, el nucleo adquiere la
capacidad de reprogramarse y comenzar a dividirse, generando un embrion que es
transferido a una hembra receptora que lo gesta y da origen al clon (Lossino, 2010).

La clonacion tiene algo en particular que la hace diferenciarse de las demas técnicas
de reproduccion asistida, y es que esta tiene como objetivo reproducir un animal
existente, mientras que todas las demas TRA se aplican para producir un animal
“nuevo” (Campbell, 2018); se apunta a superar las limitaciones que impone la biologia
por un doble camino: se elimina la incertidumbre de la variabilidad genética (este factor
es el que queda por fuera del control en los procesos biolégicos de la cria de animales)
y se libera de los tiempos biologicos, acortdndolos al servicio de la productividad
(Cérdoba et al., 2019).

La produccién de un clon es un servicio por el cual se paga un valor en el entorno a
los 100 mil délares americanos, independientemente del valor que posea el animal del
cual se origina el clon. Generalmente se trata de animales que pueden llegar a valer
muchisimo mas que el propio servicio. No obstante, existe una minoria de clientes con
la posibilidad de brindarse un lujo afectivo. Ellos desean perpetuar en un clon, las
caracteristicas de un animal por el cual se tiene carifio, aun cuando ese animal no
posea ningun valor en el mercado. El costo de la clonacién es el mismo, dado que la
técnica ha alcanzado un grado de estandarizacion suficiente como para ser ofrecida
como un servicio, no importando a qué y para qué sea aplicada (Cérdoba et al., 2019).

Incluso més que el ganado vacuno, los caballos individualmente pueden tener un valor
de mercado extremadamente alto, lo que justifica los costos involucrados en la
clonacién. Los machos castrados pueden tener mucho éxito en su campafia deportiva,
pero no pueden generar descendencia, por lo tanto, los clones pueden reemplazar al
original en su carrera como padrillos. Lesiones, enfermedades, muerte, son otras
razones para hacerlo. Sin embargo, la TNSC se caracteriza por su baja eficiencia,
altas pérdidas de prefiez y tasas de muerte fetal mas altas de lo normal, lo que la
convierte en una técnica costosa y bastante compleja para producir animales (Galli y
Lazzari, 2021).

De acuerdo a investigaciones hechas por Gambini y Maserati (2018), la clonacién
suele presentar tasas de prefiez bastante variables que pueden ir desde el 9% hasta
el 100%. Estos mismos autores manifestaron, que en ocasiones son necesarias tres
a cuatro prefieces para lograr el nacimiento de un clon viable. También agregaron que
a partir de informacion brindada por empresas que producen clones en Argentina,
Brasil y Colombia, las mismas obtuvieron tasas de produccion de blastocistos de entre
18% a 40%, tasas de prefiez de 20% a 40% y tasas de parto de 50% a 95% (Gambini
y Maserati, 2018).

En la clonacion de mamiferos se detectan con frecuencia problemas de bienestar
durante la gestacion y las crias recién nacidas, observados con mayor frecuencia en
rumiantes y con menor frecuencia en cerdos y caballos. Esta es una de las razones
por la cual la técnica se encuentra prohibida en algunos paises. Se ha evidenciado,
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gue esto es causado por alteraciones de naturaleza epigenética asociadas a una
reprogramacion gendémica inadecuada (Galli y Lazzari, 2021). Estas perturbaciones
durante el proceso de reprogramacion se han descrito como la causa principal de la
baja eficiencia, debido a que este fenOmeno es necesario para restaurar la
totipotencialidad de la célula somatica donante (Damasceno Teixeira et al., 2019).

En investigaciones realizadas por Hisey et al. (2021), se determind que
aproximadamente el 50% de los potros nacidos a partir de fibroblastos de animales
adultos son potros sanos y normales. El otro 50%, tienden a presentar Sindrome de
maladaptacién neonatal, remanentes umbilicales agrandados y deformidades
angulares de las extremidades (Gambini y Maserati, 2018; Hisey et al., 2021). En el
ganado vacuno por ejemplo, la mortalidad perinatal es el doble que en partos normales
(Galliy Lazzari, 2021).

Para optimizar la supervivencia de la descendencia derivada de TNCS, se debe
prestar especial atencion al preparto, parto y periparto tanto de las yeguas como las
crias, lo que sin dudas incrementa los costos, teniendo en cuenta sobre todo, lo que
implica la terapia de sostén en potrillos. Una vez que han pasado los primeros dias o
semanas, los animales clonados pueden tener una vida normal, son fértiles, y lo mas
importante, las anomalias observadas no se transmiten a su descendencia (Galli y
Lazzari, 2021).

Entre las especies ganaderas, la equina es la mas accesible de clonar a pesar de que
producir embriones preimplantacionales es mas exigente a consecuencia de la
escasez de ovocitos disponibles, en comparacion con otras especies. En la prefiez,
las pérdidas suelen ser bastante tempranas y pasar desapercibidas. El tipo y grado
de anomalias que se ven en bovinos, no se reportan en el caballo (Galli y Lazzari,
2021).

Es interesante destacar que las células madre mesenquimales (Msc) son células que
han demostrado su multipotencia tanto in vitro como in vivo. En un estudio realizado
por Suva et al. (2021) se evalud la eficacia de Msc derivadas de médula 6sea (MO-
Msc) como donantes de nucleo y se compar6 el desarrollo in vivo y la presencia de
anomalias anatémicas de los nacidos, respecto a clones generados con fibroblastos
adultos (FA). Como grupo control, se utilizaron prefieces generadas por inseminacion
artificial y posterior TE. Este estudio demostré que las Mo-Msc pueden ser utilizadas
de forma eficiente y que los animales obtenidos son tan sanos como los producidos
por IA, ya que se minimizan las anormalidades relacionadas con alteraciones en la
reprogramacion nuclear (Suva et al., 2021).

3. 3. 1. 2 Actualidad

La clonacién de caballos esta comercialmente disponible en América del Norte (EE.
UU.), América del Sur (Argentina, Brasil y Colombia), Europa (Italia) y Oceania
(Australia). Un namero minimo estimado de 375 caballos han sido clonados en todo
el mundo (Gambini y Maserati, 2018). La produccion estimada de caballos clonados
por pais hasta el afio 2016 es la siguiente: EE.UU (220), Argentina (126), Brasil (15),
Italia (20), Colombia (1) y Corea del Sur (1). Elnimero total real de clones de caballos
podria ser superior, teniendo en cuenta que los nacimientos de algunos equinos
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clonados no han sido anunciados por empresas privadas y que el registro presentado
es hasta el aflo 2016 (Gambini y Maserati, 2018).

La aplicacion de la clonacion, al igual que el resto de las técnicas de reproduccién
asistida, no estan permitidas por los “stud book” internacionales que registran caballos
Pura Sangre de Carrera. La asociacion de criadores de caballos Cuarto de Milla de
Estados Unidos, es otro ejemplo de asociacion que no permite el registro de clones.
En contraste, la AACCP (Asociacion Argentina de Criadores de Caballos de Polo) si
lo permite. Es mas, promueve la investigacion y aplicacion de la IA, TE y cualquier
otra biotecnologia para mejorar la crianza (Gambini y Maserati, 2018).

Es interesante hacer notar que Argentina se ha transformado en uno de los paises
que produce el mayor namero de clones equinos, los que se han destacado
principalmente jugando en el Campeonato Argentino Abierto de Polo en Buenos Aires
(Gambini y Maserati, 2018). Recientemente, la FEI (Federacién Ecuestre
Internacional), reconocié que la clonacién no afecta el “fair play” y autorizé la
participacion de clones y su descendencia en competencias oficiales (Gambini y
Maserati, 2018); En el Uruguay no se han reportado casos de clonacién equina.

Las nuevas investigaciones se orientan al estudio de la TNCS heteroespecifica, la cual
consiste en utilizar especies filogenéticamente relacionadas (intragénero) o distantes
(intergénero); se ha experimentado en numerosas especies de mamiferos, incluidos
aguellos en peligro de extincion, exhibiendo resultados variables (Gambini et al.,
2020). Gambini et al. (2020) demostraron por primera vez que el ovocito del caballo
domeéstico soporta el desarrollo in vitro de embriones de cebra hasta la etapa de
blastocisto. A partir de lo que reportaron estos Ultimos autores, las células de los
caballos domésticos podrian servir para su futura aplicacibn en programas de
conservacion de équidos salvajes.

Entre los seres humanos se percibe una gran ambigiiedad en considerar la clonacién
como un procedimiento ético. Para algunos individuos, la clonacion de caballos y otras
especies no es ética porque va mas alla de los limites en los que el hombre debe
interferir con la naturaleza y la consideran moralmente inaceptable. En cambio, otros
la apoyan (Campbell, 2018). La mayoria de las TRA “exceden” la naturaleza, pero el
publico parece solo realmente objetar la clonacion. La IA, TE, y la FIV no inspiran una
respuesta visceral similar. Se piensa que esto se debe a que aunque el concepto de
naturalidad deja muchas preguntas para ser respondidas, es sin duda, contradicha
por el caracter asexual de la reproduccion por clonacién (Campbell, 2018).

A pesar de toda la problematica sobre la ética, la clonacion de caballos es la mejor
tecnologia disponible para conservar la genética individual de animales deportivos
excepcionalmente dotados. En general, parece que la legislacién y la sociedad siguen
el ritmo de la tecnologia de la clonacion equina y continla su avance con aceptacion
mundial lenta pero constante de animales clonados en el deporte (Campbell, 2018).

La TNCS es una técnica costosa debido a la baja eficiencia asociada a los problemas
de bienestar y la produccion in vitro, pero ofrece soluciones Unicas para la
conservacion de especies. Se necesita mas investigacion para entender cémo
funciona la reprogramacion celular. Desentrafiar sus mecanismos, resolveria gran
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parte de los problemas y generaria un uso mas extendido de la técnica (Galli y Lazzari,
2021)

4. CONCLUSION

Las TRA se han introducido en la produccion equina de forma notable en las Ultimas
décadas. Su aceptacion por parte de los criadores, propietarios y diferentes
autoridades como las asociaciones de razas, se ve condicionada por los resultados
obtenidos, las necesidades del momento y los costos; aln se sigue debatiendo sobre
como las TRA influyen en el mercado ecuestre. Algunos criadores consideran que el
uso indiscriminado de las TRA en caballos con poco valor genético, aumenta la oferta
en el mercado causando la baja en los precios, mientras que otros ven ventajas en su
aplicacion y consideran que estas no son las causantes del aumento o disminucién de
los valores de los caballos. Teniendo en cuenta la importancia de la raza Pura Sangre
Inglés en nuestro pais y a nivel mundial, si sus autoridades permitieran su
implementacion, el uso de estas biotecnologias seria considerablemente mayor. El
desarrollo de las TRA ha permitido mitigar muchos de los problemas de subfertilidad
existentes, ademas de haber potenciado la cria y la investigacion, y cada vez son mas
las asociaciones de criadores que aceptan y hacen uso de las mismas. Uruguay tiene
grandes oportunidades a su alcance. Para empezar, se ubica geograficamente
contiguo a dos de los paises mundialmente mas reconocidos por aplicar
biotecnologias equinas como lo son Argentina y Brasil. Esto le permite a los
Veterinarios poder formarse cerca del pais y estar a la vanguardia de las tecnologias
mas modernas, para luego en la medida de lo posible poder aplicarlas. Ademas,
nuestro pais ha demostrado tener excelentes recursos humanos y equinos atletas que
han logrado resultados competitivos del mas alto nivel. Estos logros lo han catapultado
como un pais con gran prestigio en la industria equina mundial y le ha abierto las
puertas para poder comercializar sus caballos a innumerables mercados. Esto indica
qgue la industria continuara su desarrollo, y aunque de forma mas lenta que otros
paises, acompafiara la aplicacién de las tecnologias mas avanzadas. Finalmente, el
debate sobre la ética deberia ponerse siempre sobre la mesa, ya que es dificil discernir
hasta qué punto el hombre puede decidir sobre la vida animal y con qué derecho lo
hace sobre el resto de los individuos que no comparten ciertas convicciones como la
de llevar a cabo la clonacion.
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