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Resumen

Embriones equinos pequefios, iguales o menores a trescientos micrometros de diametro (< 300 pmgJ)
son obtenidos antes del dia siete post ovulacion (PO). Embriones grandes, mayores a trescientos
micrémetros de diametro (>300 um@) son recuperados durante o después del dia siete PO. No existen
experimentos que prueben hasta qué punto los medios de lavado y de coleccion embrionaria influencian
la sobrevivencia post vitrificacion. Mas conocimiento es necesario acerca de las mezclas de
criopreservadores; penetrantes 0 no penetrantes y el efecto que ejercen sobre el indice de
sobrevivencia embrionaria post vitrificacion y el indice de gestacion (ISEPVIG). El tipo de porta embridn,
el tamafio del embrién y el volumen de la solucion vitrificante varian entre embriones pequefios y
grandes. Un indice de transferencia de temperatura (ITT) elevado optimiza en ISEPVIG. El tipo de
soluciones de mantenimiento y transferencia utilizadas durante la post-vitrificacion es un area
escasamente explorada. El propdsito de este estudio es proveer informacion para ayudar en la
adaptacion de protocolos de vitrificacién dependiendo en el tamafio del embrién. Un objetivo adicional
es facilitar el acceso a informacién acerca de soluciones empleadas antes y durante la vitrificacion; asi
como las soluciones usadas durante las etapas de calentamiento y transferencia embrionaria.
Palabras Clave: soluciones liquidas, coleccidon de embriones, vitrificacion, calentamiento, transferencia
embrionaria, yeguas, burras.

Abstract
Small equine embryos, equal or smaller than three hundred micrometers in diameter (< 300 ym@) are
collected before the seventh post ovulation (PO) day. Big embryos, larger than three hundred
micrometers (>300 um) are recovered during or after the seventh PO day. No experiments test the
type of holding and washing solutions and to what extent they influence the embryo post vitrification
survival. Further knowledge is needed about the mixture of cryoprotectants; either penetrating or non
penetrating and the effect they exert over the embryos post vitrification survival and pregnancy rate
(PVSPR). The type of embryo carrier, the size of the embryo and the volume of the vitrification solution
vary between small and large embryos. A high temperature transfer index (TTI) optimizes the embryo
PVSPR. In equids, the type of holding and transfer solutions used during the post vitrification step is an
area scarcely explored. This study endeavors to provide information to help in the adaptation of
vitrification protocols depending on the embryo size. An additional objective is to ease the access to
data about the solutions employed before and during the vitrification; as well as the solutions used during
the embryo warming and transfer steps.
Keywords: liquid solutions, embryo collection, vitrification, warming, embryo transfer, mares, jennies.
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INTRODUCCION

Multiples factores pueden ser tomados en consideracién para establecer programas
de vitrificacidon exitosos y obtener altos ISEPVIG. En yeguas/burras una determinacion
exacta de la ovulacion es critica ya que esto permite la recuperacion de embriones
con el tamafio esperado. Si son pequefios, no requeriran la perforacion de su capsula
embrionaria (Panzani et al., 2012a; Fanelli et al., 2020). Sin embargo, si son grandes
requerirdn preferentemente ser puncionados antes de su vitrificacion (Hochi et al.,
1995; Eldridge-Panuska et al., 2005; Scherzer et al., 2011; Wilsher et al., 2019; Fanelli
et al., 2020; Wilsher et al., 2021). En general, el dia PO seleccionado para intentar
recuperar el embridon repercute en el porcentaje de embriones colectados. La
recuperacion exitosa de embriones equinos es influenciada por multiples factores:
edad, numero de ciclos de la donadora (Dorado et al., 2020), si el semen usado es
fresco, refrigerado, o congelado (Meadows et al., 2000), tiempo de inseminacién
relativo a la ovulacién (Eldridge-Panuska et al., 2005), época del afio; en yeguas, pero
no en burras (Peréz-Marin et al., 2017; Dorado et al., 2020), numero de ovulaciones
por ciclo; individual o multiple (Squires et al., 1985), fertilidad del caballo o burro
(Peréz-Marin et al., 2017; Dorado et al., 2020) y otros factores (Allen et al., 1985). En
la mayoria de los casos el promedio de recuperacion embrionaria es mayor de
cincuenta por ciento; sin importar si su intento de coleccion se realiza ya sea el dia
sexto, séptimo, octavo, o noveno PO (Allen et al., 1985; Freeman et al., 1991;
Hinrichs, 1990; Eldridge-Panuska et al., 2005).

Sin embargo, la visualizacion y manipulacion del embrién equino son mas facil
después del dia séptimo PO; debido a su mayor tamafio cuando se compara con
embriones colectados ya sea durante los dias seis, 0 seis y medio PO. Un nimero
pequeio de estudios comparan el porcentaje de prefiez obtenidos con embriones
cuando se usan distintos medios liquidos de coleccién (Oguri & Tsutsumi, 1974),
lavado, mantenimiento (Oguri & Tsutsumi, 1974), y transferencia (Carnavale et al.,
2000; Eldridge-Panuska et al., 2005). La informacién también es escasa cuando se
compara las distintas soluciones vitrificantes y el porcentaje de prefiez logrado
cuando se emplean cada una de ellas. Hay muchas opciones que pueden ser
seleccionadas como porta embriones entre ellas estan el open pulled straw o OPS
(Guignot et al., 2015); la micro-pipeta de diametro fino (Choi et al., 2011); el cryolock
(Diaz et al., 2016; Ferris et al., 2016; Wilsher et al., 2019); hemi straw (Sanchez et al.,
2017), el Fibreplug-solid surface (Pérez-Marin et al., 2018) y el cryotop (Bottrel et al.,
2019; Bottrel et al., 2020a; Bottrel et al., 2020b). Los embriones equinos pequefios no
requieren contacto directo con el nitrégeno liquido para sobrevivir el proceso de
criopreservacion aun si se vitrifican en un volumen grande de solucion p.ej. 30 micro
litros (uL) (Eldridge-Panuska et al., 2005; Fanelli et al., 2020). Por otro lado, si los
embriones equinos son grandes, aparte de la perforacion de su capsula (Wilsher et
al., 2021) y la extraccién de su liquido blastocélico (Sanchez et al., 2017; Herrera,
2021) preferentemente requeriran contacto directo con el nitrégeno liquido (Diaz et al.,
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2016; Sanchez et al., 2017; Herrera, 2021). Al parecer cuando se trabaja con
embriones equinos grandes (aparte de la perforacion de su capsulay la extraccion de
su liquido blastocélico), cuando se compara entre los sistemas abiertos y cerrados
los cuales permiten el contacto directo e indirecto con el nitrogeno liquido durante la
etapa de vitrificacidn; que los sistemas abiertos permiten un ITT mayor por lo que se
aumenta el ISEPVIG (Sanchez et al., 2017). Ademas, el volumen de liquido usado
para mantener embriones grandes durante la etapa de Vvitrificacion debe
preferentemente ser pequefio (usualmente < 1 uL) para incrementar el ITT (Diaz et
al., 2016; Sanchez et al., 2017). Otro factor que debe influenciar la sobrevivencia
embrionaria es el diametro de la micro pipeta empleada para perforar su capsula; sin
embargo, existen datos limitados y no claros acerca de este tema (Choi et al., 2010;
Diaz et al., 2016; Ferris et al.,, 2016; Sanchez et al., 2017; Wilsher et al., 2021).
Finalmente, las soluciones liquidas seleccionadas para transferir el embrion al Utero
de la yegua o burra deben ser analizado de manera cuidadosa. Mas investigacion es
requerida en el area de reproduccién y criobiologia donde los embriones equinos son
un modelo facil para trabajar; ya que estos se pueden colectar de manera facil,
manipularse y transferirse de regreso al Utero de yeguas, burras, mulas y/o
burdéganas. El objetivo del presente estudio es proveer una guia facil acerca de los
factores relevantes asociados con la vitrificacion embrionaria, ambos: en yeguas y
burras, establecer areas donde existe informacion limitada o es ausente, y promover
ideas que ayuden a realizar investigaciones futuras en el area de criobiologia y
reproduccion equina.

Porcentaje de embriones recuperados en yeguas y burras en relacion al dia de
ovulacion

Existe mucha variacidén en el porcentaje de embriones colectados en yeguas cuando
se toma como consideracion el dia en el cual se intenta recuperarlos. Por ejemplo; en
el sexto, séptimo, u octavo dia PO el porcentaje de recuperacion reportado varia de
cero (Battut et al., 1997), sesenta y dos (Camillo et al., 2003), a cien por ciento (Hochi
et al., 1995) respectivamente. Sin embargo, porcentajes de recuperacion cercanos o
mayores a cincuenta por ciento son indicados por la mayoria de los estudios (Allen et
al., 1985; luliano et al., 1985; Squires et al., 1985; Hinrichs, 1990; Freeman et al., 1991;
Hochi et al., 1995; Maclellan et al., 2002; Eldridge-Panuska et al., 2005; Moussa et al.,
2005; Derbala & Abdou, 2017; Silva et al., 2018; Roser et al., 2020). Cuando la
coleccibn embrionaria se intenta temprano (dia sexto PO), el porcentaje de
recuperacion varia de cero (Battut et al., 1997) a ochenta y dos por ciento (Hochi et
al., 1995). La dramatica diferencia previa entre reportes podria ser parcialmente
atribuida a la experiencia del personal ya que la busqueda y observacion embrionaria
son mas dificiles durante la etapa de desarrollo temprano (dia sexto PO) cuando el
tamafio del embrion es usualmente < 300 um@. Aunque no es posible hacer
comparaciones directas en el porcentaje de recuperacién promedio debido a la
diferencia de metodologia y nimero de animales usados en cada estudio, en general;
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se muestra que el porcentaje de coleccion exitoso tiende a ser menor cuando se
intenta temprano (dia sexto PO comparado con dias posteriores). Interesantemente,
ha sido posible incrementar el porcentaje de recuperacién embrionaria mediante
modificaciones en la técnica de coleccion; por ejemplo, permitiendo que la solucién
liquida de flushing o recuperacion permanezca unos minutos mas dentro del Gtero
(Hinrichs, 1990; Alvarenga et al., 1993).

Aparte de mostrar un alto grado de variacién, los datos relacionados con el porcentaje
de recuperacion embrionaria por dia son muy limitados en burras (Allen et al., 1985;
Vendramini et al., 1997; Camillo et al., 2010; Pena-Alfaro et al., 2014; Bottrel et al.,
2017; Pérez- Marin et al., 2017; Ottmann et al., 2018; Dorado et al., 2020). Durante el
dia sexto PO, el porcentaje de recuperaciébn embrionaria varia de cuarenta y tres
(Vendramini et al., 1997) a setenta y cinco (Dorado et al., 2020). En el dia siete PO, la
recuperacion reportada va del doce (Camillo et al., 2010) a ochenta por ciento (Dorado
et al., 2020). Alternativamente, si se intenta recuperar el embrion ya sea el dia ocho o
el dia nueve PO, el porcentaje de recuperacion embrionaria es por lo general superior
al cincuenta por ciento (Camillo et al., 2010; Pefia-Alfaro et al., 2014; Dorado et al.,
2020). Como se menciond previamente, el porcentaje de recuperaciéon embrionaria en
équidos puede ser influenciado por muchos factores tales como el nimero de ciclos
estrales de la donadora (Dorado et al., 2020), el tipo de semen utilizado para inseminar
a la hembra (Meadows et al., 2000), la relacion entre el tiempo de inseminacion y el
tiempo de ovulacion (Eldridge-Panuska et al., 2005), la época del afio en yeguas pero
no en burras (Peréz-Marin et al., 2017; Dorado et al., 2020), el nimero de ovulaciones
por ciclo estral (Squires et al., 1985), la fertilidad de los machos utilizados (Peréz-
Marin et al., 2017; Dorado et al., 2020) entre otros (Allen et al., 1985).

Larelacion entre el dia de recuperacién y el tamafio del embrion

En yeguas, el tamafio del embrién es influenciado de manera dramatica por el dia PO
seleccionado para implementar su recuperacion (Betteridge et al., 1982; Hochi et al.,
1995; Eldridge-Panuska et al., 2005; Choi et al., 2010; McCue et al., 2010; Diaz et al.,
2016; Guignot et al., 2016; Wilsher et al., 2019). Por lo general, si el embridon es
colectado ya sea durante el dia sexto o sexto y medio PO, este sera < 300 ymd
(luliano et al., 1985; Freeman et al., 1991; Eldridge-Panuska et al., 2005; Hudson et
al., 2006; Choi et al., 2010; Guignot et al., 2015; Pérez- Marin et al., 2017; Pérez-Marin
et al., 2018; Silva et al., 2018). Por el contrario, cuando la recuperacion embrionaria
se realiza durante el dia siete, siete y medio; ocho, ocho y medio; o nueve, estos por
lo general seran >300 um@ (Hochi et al., 1995; McCue et al., 2010; Diaz et al., 2016;
Pérez- Marin et al., 2017; Wilsher et al., 2019).

Estudios en burras que describan la relacion entre el tamafio del embrion y el dia
durante el cual fueron colectados son escasos. Sin embargo, parece que contrario a
lo reportado en yeguas un alto porcentaje de los embriones colectados durante el dia
séptimo, o séptimo y medio PO son todavia < 300 um@ (Vendramini et al., 1997;
Panzani et al., 2012b; Bottrel et al., 2017; Pérez- Marin et al., 2017; Pérez-Marin et
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al., 2018; Bottrel et al., 2019; Bottrel et al., 2020b; Dorado et al., 2020; Fanelli et al.,
2020). Cuando la coleccion del embridn burro es intentada ya sea el dia ocho PO o
posteriormente, su diametro es usualmente cercano a o mayor a 500 umg@ (Panzani
et al., 2012a; Pérez- Marin et al., 2017; Bottrel et al., 2019; Dorado et al., 2020).

Protocolos que incluyen o excluyen la puncién de la capsula embrionaria (CE)
antes de la vitrificacién

La capsula no requiere ser puncionada antes del proceso de vitrificacion si el tamafio
del embrién caballo es <300 ymd, y el ISEPVIG obtenido con estos embriones es
usualmente superior al treinta por ciento (Eldridge-Panuska et al., 2005; Hudson et al.,
2006; Choi et al., 2011; Analizado previamente por Urias-Castro & Boeta, 2020). La
mayoria de los reportes acerca de la vitrificacion de embriones equinos indican que
cuando el embrion caballo es >300 umd este debera ser puncionado para perforar
su CE y ademds su liquido blastocélico extraido para optimizar el ISEPVIG (Choi et
al., 2011; Guignot et al., 2015; Diaz et al., 2016; Ferris et al., 2016; Sanchez et al.,
2017; Wilsher et al., 2019; Analizado previamente por Urias-Castro & Boeta, 2020).
Sin embargo, cuando se toman en consideracion mas categorias en términos de
tamafio embrionario; se observa que la vitrificacion de embriones equinos de entre
300 y 550 um@ de tamafio (< 550 umd); la perforacion de la CE sin aspiracion de su
liguido blastocélico resulta en porcentajes de gestacion superiores al 75% (Wilsher et
al., 2021).

Estudios que reporten el ISEPVIG cuando se usan embriones burro son escasos. El
trabajo disponible muestra que la vitrificacion de embriones burro <300 ymd resulta
en porcentajes de gestacion que varian de treinta y seis por ciento al dia catorce de
gestacion (D14), a veintisiete por ciento al dia veinticinco de gestacion (D25); lo que
sugiere que si el embrién burro es <300 umd, la puncién de la CE y la extraccion del
liquido blastocélico no son esenciales (Panzani et al.,, 2012b). Proyectos de
investigacion que describan la puncion de la CE de embriones burro y la extraccion
de su liquido blastocélico son limitados (Ottmann et al., 2018). La pregunta de si los
embriones burro >300 um@ requieren la puncion de la CE y extraccion del liquido
blastocélico para incrementar el ISEPVIG ha sido contestada de manera indirecta
solamente, ya que la puncion de la CE y la extraccién del liquido blastocélico
resultaron en un porcentaje alto de sobrevivencia embrionaria en vitro (Ottmann et al.,
2018; previamente analizado por Urias-Castro & Boeta, 2020).

Infusion intrauterina de soluciones liquidas para colectar embriones equinos

Algunos de los primeros estudios en describir la coleccién de embriones equinos
reportaban el uso de solucion salina fisiologica, esta Ultima contenia dos por ciento de
polvo de gelatina (Oguri & Tsutsumi, 1974). Hoy en dia, el uso de lactato de Ringer
(Alvarenga et al., 1993; Barfield et al., 2008; Sanchez et al., 2017; Wilsher et al., 2019);,
cuya composicion es cercana a la solucion Hartmann también ha sido descrita
(Guignot et al., 2015). Otra solucion liquida empleada para recuperar embriones
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equinos es la solucion salina buferada con fosfato Dulbeccos o DPBS/PBS (Alvarenga
etal., 1993; Landim E Alvarenga et al., 1993). Una solucién salina buferada con fosfato
Dulbeccos modificada (DMPBS) combinada con suero fetal de Becerra (FCS) ha sido
reportada por Hinrichs (1990). La DMPBS puede ser suplementada con suero
inactivado por calor de torete castrado (McKinnon & Squires, 1988); o albumina de
suero bovino (BSA) mas antibidticos (Battut et al., 1997). La DMPBS mezclada ya sea
con uno por ciento de FCS o suero de becerra mas glucosa y piruvato, ha sido descrita
también como una solucion liquida para recuperar embriones equinos (Carnavale et
al., 2000). La solucidn flushing de tipo comercial Emcare® (Eldridge-Panuska et al.,
2005) y la solucion flushing Vigro® (Hudson et al., 2006) son otras alternativas
reportadas como soluciones liquidas para recuperar embriones.

En burras, la solucién de lactato de Ringer es la reportada mas frecuentemente como
solucién de recuperacion embrionaria (Panzani et al., 2012a; Pefa-Alfaro et al., 2014;
Panzani et al., 2016; Pérez-Marin et al., 2018; Bottrel et al., 2019; Bottrel et al., 2020a;
Bottrel et al., 2020b). Otra alternativa reportada es la DPBS (Camillo et al., 2010).

Soluciones liguidas usadas para mantener los embriones equinos recuperados
Los soluciones de mantenimiento mas simples en términos de composicién son ya
sea la solucion salina con dos por ciento de polvo de gelatina, o la solucién de lactato
de Ringer con suero de yegua (1:1, v/v) y con mil unidades internacionales de
penicilina por mililitro (Oguri & Tsutsumi, 1974). Una alternativa mas completa en
términos de composicion es el medio de Ham F10, este ultimo es complementado con
diez por ciento de FCS mas uno porciento de penicilina/estreptomicina; este medio
es gasificado con cinco por ciento de didxido de carbono, oxigeno, y noventa por ciento
de nitrégeno (Carnavale et al., 2000). Los medios de mantenimiento comercial Vigro®
(Hudson et al., 2006) y Syngro® (Barfield et al., 2009) también han sido descritos.
Investigadores franceses han trabajado con el medio EHM, el cual es una solucién
liquida a base de PBS que contiene cuatro gramos de BSA por litro (Guignot et al.,
2015). Investigadores de la Universidad del estado de Colorado han reportado la
utilizacion del medio DMEM/F12 (sales inorganicas, aminoacidos, vitaminas,
antibiéticos y otros) suplementado con veinte por ciento de suero fetal bovino —
DMEM/F12/FBS (Ferris et al., 2016). EI DMPBS sin calcio y magnesio,
complementado con diez por ciento de FBS y cincuenta microgramos de gentamicina
por mililitro ha sido empleado por Sanchez et al. (2017). Alternativamente, el medio
M-199 Hepes suplementado con diez por ciento de FBS mas uno por ciento de
antibioticos (100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina) ha sido descrito
como una solucion liquida para mantener embriones (Wilsher et al., 2019).

El PBS y el lactado de Ringer han sido reportados como medios de mantenimiento
para embriones burro (Camillo et al., 2010). El uso de la solucion comercial Emcare
Holding Solution® esta documentada también por varios investigadores como solucion
de mantenimiento para embriones burro (Camillo et al., 2010; Panzani et al., 2012a).
Otra alternativa usada como solucion de mantenimiento con embriones burro es la
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Vitrocell®, la cual contiene cero punto cuatro por ciento de BSA (Pefia-Alfaro et al.,
2014). El medio de mantenimiento Syngro® ha sido empleado con embriones burro
antes de transferirlos al Utero de mulas (Bottrel et al., 2017). El uso de un medio de
mantenimiento isoténico (IVM-Technologies) ha sido reportado por Pérez-Marin et al.
(2018). Recientemente, Bottrell y su equipo ha reportado el uso de TCM-199 HEPES
complementado con veinte por ciento de FCS como un medio de mantenimiento para
embriones burro (Bottrel et al., 2019).

Medio para el lavado y manipulacion embrionaria

Una solucion liquida que ha sido empleada en yeguas para lavar y manipular los
embriones colectados es la PBS; esta es usualmente suplementada con suero de
origen animal como el suero fetal de becerra FCS (Alvarenga et al., 1993). El uso de
PBS sin calcio y magnesio, suplementada con piruvato de sodio, glucosa, y FCS ha
sido documentada por Eldridge-Panuska et al. (2005). Una solucion de PBS que
contiene albumina de suero bovino (BSA) también es reportada como un medio para
lavar/manipular embriones (Guignot et al., 2015). Otras opciones para el lavado de
embriones son la solucién Vigro® (Hudson et al., 2006; Barfield et al., 2008) y el medio
Syngro® (Barfield et al., 2009). El uso de DMEM/F12 suplementado con veinte por
ciento de suero fetal bovino (FBS) ha sido reportado por Ferris et al. (2016). Una
solucién denominada Dulbecco’s PBS (DPBS) con diez por ciento de FCS ha sido
empleada para lavar embriones equinos por los investigadores de la universidad del
estado de Colorado (Carnavale et al., 2000). Otro medio para lavar embriones que ha
sido documentado es el M-199 HEPES, este Ultimo conteniendo diez por ciento de
FBS, penicilina y estreptomicina (Wilsher et al., 2019).

Para embriones de asnos, la Emcare Holding Solution® ha sido descrita de manera
frecuente para lavar/manipular embriones (Camillo et al., 2010; Panzani et al., 2012a;
Panzani et al., 2012b; Panzani et al., 2016). El medio de mantenimiento Syngro® es
empleado como solucion de lavado embrionario por varios investigadores (Bottrel et
al., 2017; Pérez- Marin et al., 2017; Bottrel et al., 2019; Bottrel et al., 2020a; Bottrel et
al., 2020b). Alternativamente, el PBS (Camillo et al., 2010), el lactato de Ringer
(Camillo et al., 2010), y el medio de mantenimiento isoténico han sido descritos
también como soluciones para el lavado embrionario en asnos (Pérez-Marin et al.,
2018).

Tamarfo de la micro-pipetay puncién de la capsula embrionaria (CE)

No hay estudios que de manera formal correlacionen en tamafio de la punta de la
micro-pipeta usada para perforar la CE y su asociacion con el ISEPVIG. La mayoria
de los experimentos donde se punciona la CE son disefiados con puntas de micro-
pipeta iguales o menores a los dieciséis micrometros de diametro (umg); tal como ha
sido descrito en distintos estudios (Choi et al., 2010; Choi et al., 2011; Hinrichs & Choi,
2012; Guignot et al., 2015; Diaz et al., 2016; Sanchez et al., 2017). Solo un par de
investigadores han demostrado la sobrevivencia embrionaria como reflejo de los
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porcentajes de gestacion, después de puncionar la CE con puntas de micro-pipetas
mayores a los dieciséis um@ (Wilsher et al., 2019). Se han reportado gestaciones aun
después de puncionar le CE con agujas calibre veinticinco (Ferris et al., 2016). Por
otro lado; cuando se trabaja con embriones de burra, estos generalmente son
vitrificados en una etapa de desarrollo en la cual son < 300 um@d@, y por ende no se
requiere ni la puncion ni la reduccién de tamafio (Panzani et al., 2012b; Pérez-Marin
et al., 2018; Bottrel et al., 2019). El sistema de micro manipulacién Piezo drill ha sido
descrito en un estudio donde se emplearon embriones fenotipo burro grandes >300
pum@ (Ottmann et al., 2018), y este sistema por lo general emplea micro-pipetas con
una punta de entre 7-15 um@ (Choi et al., 2011; Hinrichs & Choi, 2012; Hiraoka &
Kitamura, 2015). Sin embargo, en el estudio hecho por Ottman y sus colaboradores,
los embriones no fueron transferidos al Utero de hembras después de ser calentados
y solo la sobrevivencia in vitro fue reportada (Ottmann et al., 2018). Un estudio reciente
ha reporto la puncion de blastocitos equinos con aguja (punta < 1um) ultra fina
(Wilsher et al., 2021).

Soluciones criopreservadoras empleadas para vitrificar embriones equinos

La mayoria de los protocolos empleados para vitrificar embriones caballo utilizan una
mezcla de criopreservadores penetrantes tales como el dimetil sulfoxido (DMSO),
etilen glicol y glicerol. Otros protocolos incluyen la colocacion del embrién en una
mezcla de criopreservadores penetrantes tales como el etilen glicol, o etilen glicol y
DMSO; los cuales son mezclados con criopreservadores no penetrantes tales como
la galactosa o la sucrosa. Por ejemplo, el embrion es puesto en una primera solucién
gue contiene una baja concentracion de glicerol, y después es removido de esta ultima
solucion y puesto de manera sucesiva en soluciones que contienen concentraciones
mayores de glicerol y etilen glicol (Eldridge-Panuska et al., 2005; Diaz et al., 2016;
Sanchez et al.,, 2017; Pérez-Marin et al., 2018). Por otra parte, la vitrificacion de
embriones caballo con una solucién que contiene etilen glicol y DMSO también ha sido
descrita (Choi et al., 2011; Sanchez et al., 2017; Wilsher et al., 2019). En estos ultimos
protocolos se empieza poniendo el embridn en una solucion con una concentracion
baja de etilen glicol y DMSO. Posterior al paso inicial, el embrién es colocado de
manera secuencial en soluciones con una concentracion mayor de los
criopreservadores. Otras soluciones criopreservadoras utilizadas para vitrificar
embriones caballo contienen una baja concentracion de etilen glicol (solucién inicial),
y posterior a esto usan otra solucion final denominada solucién vitrificante. La solucion
final es compuesta de galactosa y es adicionada con altas concentraciones de etilen
glicol (Choi et al., 2011; Guignot et al., 2015; Ferris et al., 2016; Guignot et al., 2016).
Para la vitrificacion de embriones fenotipo burro, un protocolo ha sido adaptado a partir
de los estudios iniciales hechos para vitrificar embriones fenotipo caballo por parte de
Eldridge-Panuska et al. (2005); este protocolo consiste tipicamente de tres etapas o
pasos, con una solucién especifica para cada paso. Por ejemplo, la solucién uno
contiene solamente glicerol; la solucién dos tiene una mezcla de glicerol y etilen glicol;
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y la solucion tres contiene concentraciones mayores tanto de glicerol como de etilen
glicol (Panzani et al., 2012b; Panzani et al., 2016; Pérez-Marin et al., 2018). Otros
estudios donde se vitrificaron embriones fenotipo burro fueron disefiados al tomar en
cuenta la investigacion hecha por Campos-Chillon et al. (2009). Estos utilizaron
soluciones que contenian etilen glicol, y etilen glicol complementado con galactosa
(Ottmann et al., 2018; Pérez-Marin et al., 2018). Otros han usado una solucion inicial
gue contiene una mezcla de etilen glicol y DMSO; después de usar esta Ultima, una
segunda solucién que contiene etilen glicol, DMSO, y sucrosa es empleada (Bottrel et
al., 2019; Bottrel et al., 2020a; Bottrel et al., 2020b).

Porta embriones y volumenes de carga empleados durante el proceso de
vitrificacion

Popotes no irradiados de cloruro de polivinilo con capacidad de cero punto veinticinco
mililitros (mL) fueron uno de los primeros porta embriones descritos en especies
equinas y han sido usados de manera frecuente a partir de entonces (Oberstein et al.,
2001; Eldridge-Panuska et al., 2005; Hudson et al., 2006; Hendriks & Stout, 2010; Choi
et al., 2011; Hendriks et al., 2015; Sanchez et al., 2017). Opuesto a los popotes de
polivinilo los cuales emplean un volumen grande de solucion durante el paso final de
vitrificacion; el sistema cryolock permitid a los investigadores vitrificar embriones
fenotipo caballo en un volumen liquido pequefio (Diaz et al., 2016; Ferris et al., 2016;
Wilsher et al., 2019). La vitrificacion de embriones equinos usando volumenes liquidos
pequefios es conseguida con porta embriones tales como el open pulled straw
(Oberstein et al., 2001; Moussa et al., 2005; Guignot et al., 2015; Guignot et al., 2016),
el fibreplug (Pérez-Marin et al., 2018), el cryoloop (Oberstein et al., 2001), la punta de
micro-pipeta de micro carga de diametro fino o fine diameter microloader pipette tip
(Choi et al., 2011), el cryoleaf (Scherzer et al., 2011), el hemi straw (Sanchez et al.,
2017) y el stripper tip (Sanchez et al., 2017).

Los embriones fenotipo caballo pueden ser vitrificados utilizando diferentes volimenes
de soluciones liquidas. Los volumenes usados para cargar el embrion en el porta
embriones varian desde cincuenta (Oberstein et al.,, 2001) a treinta uL (Eldridge-
Panuska et al., 2005; Hudson et al., 2006; Hendriks & Stout, 2010; Choi et al., 2011;
Hendriks et al., 2015). Volumenes de carga cercanos a los tres o dos uL han sido
reportados (Moussa et al., 2005; Guignot et al., 2015; Sanchez et al., 2017; Pérez-
Marin et al., 2018; Wilsher et al., 2019). Volumenes para cargar embriones cercanos
0 menores a un uL son descritos también (Oberstein et al., 2001; Diaz et al., 2016;
Sanchez et al., 2017).

Cuando se trabaja con embriones fenotipo burro, el popote de cloruro de polivinilo no
irradiado con capacidad de cero punto veinticinco mL ha sido reportado como porta
embridén (Panzani et al., 2012b; Fanelli et al., 2020). Distintos porta embriones con
capacidad de volumen pequeiio han sido descritos de manera reciente para la
vitrificacién de embriones fenotipo burro; estos incluyen el cryotop (Bottrel et al., 2019;
Bottrel et al., 2020a; Bottrel et al., 2020b), el open pulled straw (Ottmann et al., 2018)
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y el fibreplug (Pérez-Marin et al., 2018). Un volumen de solucion liquida de treinta uL
ha sido usado para vitrificar embriones fenotipo burro (Panzani et al., 2012b); pero
porta embriones de bajo volumen de carga, empleando volimenes que van de tres a
menos de un uL han sido utilizados también (Pérez-Marin et al., 2018; Bottrel et al.,
2019; Bottrel et al., 2020a; Bottrel et al., 2020b).

Soluciones liquidas usadas para calendar embriones

Con poca variacion entre protocolos, el medio liquido usado para calendar embriones
caballo usualmente contiene una concentracion igual 0 menor a cero punto tres molar
de sucrosa. Los embriones caballo son calentados y mantenidos por alrededor de un
minuto en el medio liquido anteriormente mencionado. Después de lo anterior, los
embriones son puestos en un segundo medio; este Ultimo tiene una concentracion
cercana 0 menor a cero punto quince molar de sucrosa; finalmente, el embrién es
puesto en un medio liquido el cual no contiene sucrosa durante el paso final del
proceso de calentamiento (Choi et al., 2011; Guignot et al., 2015; Ferris et al., 2016;
Guignot et al., 2016; Wilsher et al., 2019). Un protocolo de calentamiento de un solo
paso fue reportado por Eldridge-Panuska et al. (2005) en este se utilizaba una solucion
de galactosa de cero punto cinco molar. El protocolo de calentamiento de un solo paso
ha sido implementado también en otros estudios (Choi et al., 2011; Diaz et al., 2016;
Sanchez et al., 2017). Algunos investigadores calientan el embridn equino usando un
protocolo de tres pasos; en el primer paso, el embrion es colocado en una solucién
uno molar de galactosa; en el segundo paso, el embrién permanece en una solucion
cero punto cinco molar de galactosa; y durante el tercer paso, el embrién es colocado
en una solucion liquida de cero punto veinticinco molar de galactosa (Campos-Chillon
et al., 2009; Choi et al., 2011).

Asi como se ha descrito para embriones fenotipo caballo (Eldridge-Panuska et al.,
2005), el calentamiento de embriones fenotipo burro se lleva a cabo con un medio o
solucién de cero punto cinco molar de galactosa en lo que se denomina protocolo de
calentamiento directo de un solo paso (Panzani et al., 2012b; Panzani et al., 2016).
Otros protocolos emplean una solucién de calentamiento de cero punto veinticinco
molar de galactosa (Pérez-Marin et al., 2018). En algunos protocolos de
calentamiento, el embridon fenotipo burro es colocado de manera secuencial en
soluciones liquidas las cuales tienen concentraciones decrecientes de sucrosa
(Ottmann et al., 2018; Pérez-Marin et al., 2018; Bottrel et al., 2019; Bottrel et al.,
2020a). Un estudio reciente ha comparado la calidad post vitrificacion (calentados) de
los embriones fenotipo burro cuando se emplea ya sea el protocolo de tres pasos con
diluciones de sucrosa o cuando se usa el protocolo de un solo paso con solucién de
sucrosa (Bottrel et al., 2020Db).

Medios liquidos utilizados para la transferencia intrauterina de embriones
equinos

Algunos componentes de las soluciones liquidas usadas para transferir embriones
equinos fueron descritos por primera vez durante la década de los setenta por Oguri
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& Tsutsumi (1974). En este estudio, se reportaron dos soluciones de transferencia
diferentes: una solucion salina que contenia dos por ciento de polvo de gelatinay una
solucion de lactato de Ringer suplementada con suero de yegua y antibiéticos. Hay
dos técnicas de transferencia embrionaria post calentamiento reportadas por
Eldridge-Panuska et al. (2005). La primera emplea PBS mas diez por ciento de FCS
como un medio de transferencia, una vez que se remueve el embrién de la solucion
con galactosa que se emple6 durante el calentamiento. La segunda es una técnica de
transferencia directa post calentamiento. Esta Ultima técnica consiste en mezclar la
solucion vitrificante que contiene el embridn (treinta micro litros de tres punto cuatro
molar de glicerol y cuatro punto seis molar de etilen glicol) con dos columnas de liquido
(de cero punto cinco molar de galactosa en PBS) de noventa micro litros cada una
(Eldridge-Panuska et al., 2005). En la técnica anterior, tanto la solucion vitrificante
como la de calentamiento son mezcladas en la pajilla o popote durante el proceso de
calentamiento, formando una solucion diluida que contiene el embrion el cual es
posteriormente transferida al Gtero de la yegua (Hudson et al., 2006). El medio de
mantenimiento Syngro® ha sido reportado como una solucién de transferencia para
embriones tambiéen (Barfield et al., 2008; Sanchez et al.,, 2017). Investigadores
franceses experimentaron con un medio de cultivo sintético modificado de fluido de
oviducto y lo usaron como un medio de transferencia para embriones (Guignot et al.,
2015).

La soluciéon de mantenimiento EmCare® ha sido empleada para transferir embriones

fenotipo burro por investigadores italianos y espafioles (Panzani et al., 2006; Panzani
et al., 2012a; Camillo et al., 2010). Otros reportan como medios de transferencia ya
sea el PBS o el lactato de Ringer (Camillo et al., 2003; Camillo et al., 2010). El medio
de mantenimiento Vitrocell® con cero punto cuatro por ciento de BSA ha sido usado
como medio de transferencia con embriones fenotipo burro por Pena-Alfaro et al.
(2014). Un medio de mantenimiento isotonico (IMV technologies, L’Aigle, France) ha
sido reportado como solucion de transferencia para embriones burro también (Pérez-
Marin et al., 2018).

DISCUSION

En afos recientes, la vitrificacion embrionaria en especies equinas no convencionales
se ha vuelto frecuente (Bottrel et al., 2019; Bottrel et al., 2020a; Bottrel et al., 2020b;
Fanelli et al., 2020). Aun, la vitrificacion, la transferencia embrionaria post vitrificacion,
y los indices de gestacién son areas que permanecen escasamente exploradas en
embriones obtenidos a partir de burras (Ottmann et al., 2018; Pérez-Marin et al., 2018;
Bottrel et al., 2019) y no se ha hecho investigacion con embriones de fenotipo mula,
burdégano u otros hibridos equinos. Estudios iniciales en yeguas permitieron obtener
conocimiento acerca del tiempo al cual el embrion descendia al utero, fue entonces
descrito que el embrién entraba al Utero tan temprano como a las 120 horas (cinco
dias) PO (Freeman et al., 1991). La limitada disposicién de burras y el numero elevado
gue se ocupa para hacer investigacion ha hecho dificil establecer de manera
adecuada el tiempo de entrada por parte del embrién con fenotipo burro al ttero de la
burra. Es logico pensar que el embrién con fenotipo burro desciende al Gtero de la
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burra alrededor o pronto después del dia sexto PO (Allen et al., 1985; Vendramini et
al., 1997; Pérez-Marin et al., 2017). Sin embargo, parece que en burras como ocurre
en yeguas, la coleccién embrionaria es mas exitosa si se practica mas tarde en vez
de mas temprano en relacion al dia de ovulacion. Ademas, el desarrollo temprano del
embrion con fenotipo caballo parece ser méas r4pido cuando se compara con el
embridn con fenotipo burro. Por ejemplo, cuando se colectan embriones al dia séptimo
o séptimo y medio PO, la mayoria de los embriones con fenotipo caballo son = 300
pm@ (Hochi et al., 1995; McCue et al., 2010; Guignot et al., 2015; Wilsher et al., 2019),
mientras que la mayoria de los embriones con fenotipo burro son < 300 ymd cuando
se colectan durante los mismos dias (Vendramini et al., 1997; Panzani et al., 2012b;
Bottrel et al., 2017; Pérez- Marin et al., 2017; Pérez-Marin et al., 2018; Dorado et al.,
2020).

Los embriones de las especies equinas desarrollan una capsula glico-proteica (Stout
et al., 2005) que cuando estd mas formada tiene una baja permeabilidad a los
criopreservadores (Kingma et al.,, 2011; Scott et al., 2012). Estos cambios en la
permeabilidad de la CE pueden ser asumidos también de manera indirecta al analizar
los estudios de vitrificacion de embriones equinos < 300 ym@ donde se reportan los
ISEPVIG (Eldridge-Panuska et al., 2005; Hudson et al., 2006; Choi et al., 2011). Es
probable que el alto ISEPVIG obtenido cuando se vitrifican embriones pequefios sea
consecuencia de la naturaleza de estos embriones; los cuales tienen una capsula
menos desarrollada y son mas permeables a los criopreservadores, por lo tanto, estos
ultimos pueden vitrificarse de manera facil y obtener con ellos unos ISEPVIGs
normales o altos. Por otro lado, los embriones con fenotipo caballo grandes >300 umg@
tienen una cépsula con una permeabilidad menor a los criopreservadores. Estos
cambios en la permeabilidad de la CE puede ser corroborada cuando se analizan los
datos obtenidos por Legrand et al. (2001). En el estudio previo se observé que los
embriones equinos que contaban con una cdpsula mas gruesa o desarrollada, la
entrada al embrién por parte de los criopreservadores tales como el glicerol era
limitada (Legrand et al., 2001). Entonces, dependiendo de las subcategorias con
respecto al tamafio de embrién solo la puncién (Wilsher et al., 2021) o la puncién y la
aspiracion del liquido blastocélico seran necesarias para obtener un alto ISEPVIG
(Diaz et al., 2016; Sanchez et al., 2017). La pregunta acerca de cuales subcategorias
de embriones con fenotipo burro (en términos de tamafio: < 300 um@, > 300 < 500
umyd, > 500 < 1200 ymdd) requieren su capsula puncionada y su liquido blastocélico
aspirado antes de la etapa de vitrificacion no ha sido investigada de manera completa
todavia. Basado en estudios en caballos, y en limitados estudios en asnos (mirar
seccion previa de esta revision); se puede inferir que los embriones de fenotipo burro
requieren no solo de ser puncionados y su liquido blastocélico aspirado, pero también
vitrificados, posteriormente calentados, y transferidos al Utero de burras para calcular
su ISEPVIG (Analisis de revision hecho por Urias-Castro & Boeta, 2020).

En las especies equinas, los constituyentes de las soluciones liquidas para colectar

embriones (SLPCE) fueron descritas por los estudios iniciales de Oguri (Oguri &
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Tsutsumi, 1974). Estos eran medios isotonicos conteniendo suero de origen animal, y
en algunos casos eran suplementados con glucosa, piruvato, y antibioticos. Algunas
SLPCE contienen carbohidratos y antibiéticos; la decision acerca de agregar estos
ultimos sera tomada basado en distintos factores tales como la cantidad de tiempo
que se empleara manipulando o manteniendo el embrién y si las instalaciones y el
equipo usado son limpios o estériles. Al analizar los estudios que reportan el uso de
distintos SLPCES, es aparente que en yeguas (Guignot et al., 2015; Sanchez et al.,
2017; Wilsher et al., 2019) y burras (Pérez-Marin et al., 2018; Bottrel et al., 2019)
soluciones liquidas simples como el lactado de Ringer o la solucibn de Harman
podrian ser buenas alternativas (lo cual tiene relevancia econémica y practica; ya que
tanto el lactato de Ringer como la solucién de Harman son por lo general mas baratas
y faciles de obtener).
Existen muchas soluciones liquidas que pueden utilizarse para mantener embriones
equinos. Algunos investigadores han empleado solucion salina o lactato de Ringer.
Existen soluciones mas complejas tales como la Vigro® y la Syngro®, mientras que las
mas completas en términos de los requerimientos de nutricion embrionaria parecen
ser la Ham’s F10 y la TCM-199. Sin embargo, pocos estudios han comparado los
diferentes tipos de soluciones de mantenimiento y los efectos de emplear cada una
de ellas sobre la sobrevivencia embrionaria, desarrollo, y/o porcentajes de gestacion
(Oguri & Tsutsumi, 1974; Alvarenga et al., 1993). El tipo de solucion seleccionada
dependera de las circunstancias que prevalezcan durante los procesos de coleccién
y mantenimiento, y de si el embrién ser& refrigerado, almacenado por horas, o
procesado (transferido al Gtero) inmediatamente después de ser manipulado. Las
soluciones liquidas utilizadas para lavar el embrion equino guardan una estrecha
relacion con las soluciones utilizadas como soluciones de mantenimiento. Sin
embargo, cuando los medios de mantenimiento son usados como soluciones para
lavar embriones a estas ultimas soluciones usualmente se les agregan antibioticos.
La relacion entre el diametro de la punta de la micro-pipeta empleada para puncionar
la CE vy el efecto de esta sobre el ISEPVIG es un area que no ha sido investigada de
manera completa en especies equinas, especialmente usando embriones con fenotipo
burro o con fenotipo mula. Existe una variacion dramética en el diametro de la punta
de la micro-pipeta usada para puncionar embriones grandes de equinos (> 300 umg@)
(Choi et al., 2011; Guignot et al., 2015; Diaz et al., 2016; Ferris et al., 2016; Sanchez
et al., 2017; Wilsher et al., 2019; Wilsher et al., 2021).
Existen multiples protocolos para vitrificar embriones equinos; sin embargo, los datos
son limitados cuando se compara el ISEPVIG obtenido cuando se emplean cada uno
de ellos (Choi et al., 2010; Pérez-Marin et al., 2018). Sera interesante investigar mas
a fondo diferentes categorias en términos de tamafio embrionario (< 300 umd, > 300
<500 pm@, > 500 < 1200 pm@) y la susceptibilidad de cada grupo a un protocolo de
vitrificacion especifico. La vulnerabilidad del embrion a un solo criopreservador como
el glicerol (Scott et al., 2012), o a diferentes combinaciones: etilen glicol y glicerol
(Kingma et al., 2011); etilen glicol y DMSO — etilen glicol y galactosa (Campos-Chillon
13
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et al., 2009), es un area en la que se espera una investigacion mas a fondo usando
asnos, mulas, burdéganos y otros embriones hibridos. La permeabilidad embrionaria
y la sobrevivencia embrionaria post vitrificacion es un tema que ha sido parcialmente
descrito antes, tanto para embriones producidos en vivo (Kingma et al., 2011; Scott et
al., 2012) como para embriones fenotipo caballo producidos en vitro (Campos-Chillon
et al., 2009).

En términos generales, cuando el embridn es reducido de tamafio (ya sea porque es
pequeio al momento de ser colectado; o porque es reducido de tamafio mediante la
puncion de la CE y aspiracion del liquido blastocélico) y cuando se utiliza un volumen
pequefio de solucion liquida con el (menos de un micro litro) durante la etapa de
vitrificacion la probabilidad de la formacion de hielo es disminuida ya que un alto TTI
es inducido al sumergir el embridbn de manera directa con el nitrégeno liquido
(Analizado previamente por Urias-Castro & Boeta, 2020). Interesantemente, en los
reportes iniciales que describen la vitrificacion exitosa de embriones equinos
pequefios los cuales resultaron en indices normales o altos de gestacion, se utilizaron
porta embriones con volumenes grandes de carga, en estos casos los embriones eran
criopreservados usando un volumen de treinta micro litros de solucién vitrificante
(Eldridge-Panuska et al., 2005). Entre mas pequefio es el embrion menor es el
volumen de carga que el investigador puede usar durante el proceso de vitrificacion.
Sin embargo, la problematica esta presente cuando el embrién es >300 um@. Lo
anterior es debido a que entre mas grande es el embrion mayor es el volumen
necesario para cargar el embribn en el porta embrion durante el proceso de
vitrificacion. La problematica mencionada previamente hace mas dificil el alcanzar un
alto ITT, lo que a su vez evita poder reducir la formacion de hielo y puede también dar
como resultado una disminucion en el porcentaje de sobrevivencia embrionaria
durante las etapas de vitrificacion y calentamiento. La dificultad de lograr un alto
ISEPVIG en embriones >300 um@ esta aun presente después de practicarles la
puncién de la CE y la aspiracién del liquido blastocélico, especialmente con embriones
>800 umd los cuales son dificiles de cargar en el porta embriones usando un volumen
pequefio de solucién liquida para vitrificarlos (experiencia personal).

El proceso de calentamiento o desvitrificacion embrionaria usualmente se inicia con
soluciones liquidas de galactosa o sucrosa las cuales varian en su molaridad de cero
punto dos a cero punto tres, cero punto cinco, o incluso concentraciones uno molar.
Una vez calentado, el embrién es puesto de manera secuencial en soluciones con una
molaridad cada vez menor de galactosa/sucrosa. En las etapas finales del proceso de
calentamiento, el embrion es puesto en soluciones que no contienen
galactosa/sucrosa. Otros protocolos emplean una técnica denominada transferencia
directa post calentamiento, la cual consiste en colocar el embrién en una solucion cero
punto cinco molar de sucrosa (el uso de este ultimo protocolo tiene implicaciones
practicas ya que permite la transferencia directa del embrién una vez que este fue
calentado). En este ultimo protocolo el embridén es calentado en la solucion final y es
transferido directamente al Utero de la yegua. Pocos estudios han investigado la
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relacion entre el tamafo del embrion (< 300 yum@ or >300 um@) y la susceptibilidad
de cada uno de ellos a soluciones con molaridades especificas de sucrosa/galactosa
(Choi et al., 2011; Bottrel et al., 2019; Bottrel et al., 2020a; Bottrel et al., 2020b). Por
ejemplo, embriones grandes (>300 umd) podrian requerir mas tiempo para alcanzar
un equilibrio osmético durante el proceso de calentamiento; debido lo anterior a la
presencia de una capsula embrionaria mas desarrollada la cual probablemente tenga
menor permeabilidad. Es necesario investigar mas a fondo las diferentes molaridades
de las soluciones de calentamiento empleadas con embriones grandes de equinos.
Ajustar las molaridades por subcategorias de tamafio embrionario (>600 < 900 ym;
>900 < 1200; >1200 < 1500 um@) podria mejorar los protocolos de calentamiento y el
ISEPVIG. Un alto rango de variabilidad en la susceptibilidad embrionaria puede
esperarse en base a las molaridades de las soluciones de calentamiento (basado en
el grado de desarrollo y permeabilidad de la CE). No se ha establecido de manera
clara si los embriones con fenotipo burro/caballo tienen diferentes susceptibilidades a
los procesos de vitrificacion y/o calentamiento (Bottrel et al., 2020a; Bottrel et al.,
2020b). Por ejemplo, los embriones fenotipo burro parecen ser menos proclives al
dafio ocasionado por la vitrificacion (Pérez-Marin et al., 2018; Bottrel et al., 2020a;
Bottrel et al., 2020b). La diferencia previa en términos de susceptibilidad entre
embriones fenotipo caballo o fenotipo burro podria explicarse de manera parcial por
diferencias en términos de permeabilidad hacia las sustancias criopreservadoras. Si
la menor susceptibilidad que parecen presentar los embriones fenotipo burro a la
vitrificacion también se refleja en una menor susceptibilidad al calentamiento, es un
tema que requiere mas investigacion.

Existen muchas alternativas de soluciones liquidas que pueden ser usadas para
depositar intrauterinamente los embriones de équidos. La solucion y el volumen para
cargar y transferir el embrién dependeran del tamafio de este uUltimo. En general, una
pipeta de inseminacion puede ser usada si el embrion es grande (>300 um@). Una
pajilla o popote de cero punto cinco o cero punto veinticinco mL pueden emplearse si
el embrion es pequefio (£ 300 um@). Soluciones liquidas simples como la salina
fisiologica y/o lactato de Ringer (las cuales son baratas y faciles de obtener)
suplementadas con polvo de gelatina son alternativas que pueden usarse para
transferir embriones de fenotipo caballo, burro, mula o burdégano. La PBS y los
medios comerciales como el Syngro son otras opciones que pueden ser usadas como
soluciones de transferencia embrionaria (sin embargo, son mas dificiles de obtenery
usualmente mas caras). Otras alternativas pudieran proveer condiciones mas estables
para la nutricién y el desarrollo de los embriones equinos. Estas ultimas pueden incluir
los medios de cultivo suplementado con fluido sintético de oviducto o la PBS
modificada de Dulbeccos. En asnos, las soluciones para transferencia embrionaria
reportados de manera frecuente son el Emcare, la PBS, y la solucion de
mantenimiento Vitrocell®. No hay estudios que de manera metddica investiguen la
relevancia del tipo de solucion liquida utilizada para transferir embriones equinos sobre
el impacto que pudieran tener sobre el ISEPVIG. No es sabido si soluciones simples
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tales como la salina fisiolégica o el lactato de Ringer son buenas alternativas como
medios de transferencia embrionaria. No se ha investigado si el uso de solucién salina
o de lactado de Ringer por si solos o combinados con antibiéticos resultan en ISEPVIG
aceptables cuando se trabaja con embriones fenotipo burro o mula. Comparar el
ISEPVIG obtenido cuando se transfieren embriones equinos usando soluciones
liquidas simples y faciles de obtener tales como la salina fisiol6gica o el lactato de
Ringer; o mas complejas tales como los medios de cultivo suplementado con suero
de origen animal y/o fluido sintético de oviducto requiere mas investigacion. La
investigacion en el area de criopreservacion utilizando embriones de fenotipo burro o
embriones hibridos tales como mulas y burdéganos son modelos que pueden ayudar
a desarrollar alternativas que resulten en una mejora de la sobrevivencia post
vitrificacién (calentamiento), resultando en un alto porcentaje de gestaciones post
transferencia. Mas investigacion es necesaria en yeguas y burras para mejorar los
protocolos de vitrificacidbn y por ende incrementar el ISEPVIG especialmente con
embriones fenotipo burro y mula >300 umd@.
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