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Resumen

El objetivo de este articulo es informar sobre el éxito de un procedimiento de criopreserva-
cién de embriones equinos, a fin de conseguir una prefiez viable. Se colectaron embriones
equinos al dia 6-6,5 (<300 pm; n=24) y se sometieron a dos técnicas de criopreservacién:
grupo 1 (n=12), vitrificados exponiéndolos a una solucién VS1 (Gli [1,4 M]) S min, VS2
(Gli [1,4 M] + EG [3,6 M]) y VS3 (Gli [3,4 M] + EG [4,6 M] 1 min. Se empacaron en pa-
jillas de 0,25 ml y se sumergieron en nitrégeno liquido; grupo 2 (n=12), congelacién lenta:
expuestos a una solucién de congelacién (1,8 M de EG + 0,1 M sucrosa) por 10 min, em-
pacados en pajillas de 0,25 ml, llevados al congelador de embriones, exponiéndolos a una
curva de congelacién y sumergidos en nitrégeno liquido. Posterior a la descongelacion, a los
24 embriones se les removio el crioprotector mediante un paso; fueron sumergidos en me-
dio de cultivo DMEM/F12 + 10 % de suero fetal bovino (SFB) e incubados bajo atmosfera
controlada (5 % CO,, 5 % N,, 90 % O,) por 48 h. Se evalu¢ el desarrollo embrionario en
el 75 % de los embriones vitrificados (n=4); el 20 % de los embriones fueron sometidos a
congelacién lenta (n=1). No se observaron diferencias significativas en los grupos respecto
al desarrollo embrionario, pero si mayor tendencia de supervivencia en los embriones vitri-
ficados. Igualmente, uno de estos embriones vitrificados fue transferido a una receptora, se
logré una prefiez viable y el nacimiento de un potro vivo.

Palabras clave: congelacion lenta, desarrollo, embriones equinos, viabilidad, vitrificacion.
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Cryopreservation of Equine Embryos and First Report of
a Native Colombian Breed Born by Transfer of an Equine
Vitrified Embryo

Abstract

The aim of this paper is to report on the success of a cryopreservation procedure of equine
embryos to achieve a viable pregnancy. Equine embryos were collected on day 6-6.5 (<300 pm,
n = 24) and subjected to two cryopreservation techniques: group 1 (n = 12), vitrified, expo-
sing them to a VS1 (Gli [1.4 M]) S min, VS2 (Gli [1.4 M] + EG [3.6 M]) and VS3 (Gli [3.4
M] + EG [4.6 M] 1 min solution. They were packed in 0.25 ml straws and immersed in liquid
nitrogen; group 2 (n = 12), slow freezing: exposed to a freezing solution (1.8 MEG + 0.1 M
sucrose) for 10 minutes, packed into 0.25 ml straws, brought to the embryos freezer, exposed
to a freezing curve and immersed in liquid nitrogen. Following defrosting, cryoprotectants
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were removed from the 24 embryos in one step; they were submerged in culture medium
DMEM/F12 + 10% of fetal bovine serum (FBS) and incubated under controlled atmosphe-
re (5% CO,, 5% N,, 90% O,) for 48 h. Embryonic development was evaluated in 75% of the
vitrified embryos (n = 4); 20% of the embryos were subjected to slow freezing (n = 1). No
significant difference was observed in the groups regarding embryonic development, but a
greater survival tendency on the vitrified embryos was noted. Also, one of these vitrified em-
bryos was transferred to a receiver, achieving a viable pregnancy and the birth of a living foal.

Keywords: Equine embryos, slow freezing, vitrification, viability, development.

Criopreservagao de embrides equinos e primeiro relatorio
de um potro de raga crioula colombiana, nascido por
transferéncia de um embriao equino vitrificado

Resumo

O objetivo deste artigo é informar sobre o sucesso de um procedimento de criopreservagio
de embrides equinos, a finalidade de conseguir uma prenhez vidvel. Coletaram-se embrides
equinos ao dia 6-6,5 (< 300 pm; n=24) e se submeteram a duas técnicas de criopreservagio:
grupo 1 (n=12), vitrificados expondo-os & uma solugdo VS1 (Gli [1,4 M]) S min, VS2 (Gli
[1,4 M] + EG [3,6 M]) e VS3 (Gli [3,4 M] + EG [4,6 M] 1 min. Se empacaram em tubos
de 0,25 ml e se submergiram em nitrogénio liquido; grupo 2 (n=12), congelagio lenta: ex-
postos a uma solugido de congelagio (1,8 M de EG + 0,1 M sacarosa) por 10 min, embalados
em tubos de 0,25 ml, levados ao congelador de embrides, expondo-os a uma curva de con-
gelagao e submergidos em nitrogénio liquido. Posterior a descongelagao, aos 24 embrides
foi-lhes foi removido o crio protetor mediante um passo; foram submergidos em meio de
cultivo DMEM/F12 + 10 % de soro fetal bovino (SFB) e incubados bajo atmosfera controla-
da (5% CO,,5%N,,90% OZ) por 48 h. Se avaliou o desenvolvimento embriondrio no 75 %
dos embrides vitrificados (n=4); 0 20 % de os embrides foram submetidos a congelacio
lenta (n=1). Nio se observaram diferencas significativas nos grupos com respeito ao des-
envolvimento embrionério, mas sim uma maior tendéncia de sobrevivéncia nos embrides
vitrificados. Igualmente, um destes embrides vitrificados foi transferido a uma receptora,
obteve-se uma prenhez vidvel e o nascimento de um potro vivo.

Palavras chave: embrides equinos, congelagdo lenta, vitrificagio, viabilidade desenvolvi-
mento.

INTRODUCCION

La criopreservacion de embriones equinos ha pre-
sentado distintos avances en los métodos para
mejorar los resultados obtenidos en las tasas de
prefiez (1). Estudios anteriores en criopreser-
vacién (congelacion lenta y vitrificacién) han de-
mostrado que se obtienen mejores resultados
cuando se utilizan embriones cuyo didmetro es

menor de 300 ym que cuando se utilizan em-
briones cuyo didmetro es mayor de 300 pm (tasa
de prefez < 20 %) (2,3). La baja tolerancia del
embrién equino (> 300 pm) a los crioprotectores
y el proceso de criopreservacion se atribuye po-
siblemente a la presencia de la cdpsula que le rodea
al dia 7, la cual estd constituida por glicoprotei-
nas; esto aparentemente afecta la actividad de los
crioprotectores (4,5).
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En el caso de los embriones menores de 300 ym se
han utilizado dos técnicas de criopreservacién. Una
de estas es la congelacion lenta (congelacion con-
vencional), que es un método de criopreservacién
que utiliza crioprotectores en baja concentracién
(1-2 M) para disminuir los dafios osméticos y toxi-
cos sobre el embrién (6,7). Una vez los embriones
se han expuesto al crioprotector, son llevados a un
congelador programable donde se someten a una tasa
de descenso de la temperatura de 0,3-0,5 °C/min
para lograr la deshidratacién celular y disminuir la
formacién de hielo intracelular (6,8).

La segunda de las técnicas que se ha venido im-
plementando hace algunas décadas en distintas
especies es la vitrificacién (9). Esta es un método
de criopreservacion rapido, en el que se busca un
enfriamiento y un calentamiento rapidos del em-
bridn, el cual es expuesto a crioprotectores con altas
concentraciones y con bajos volimenes de medio.
La tasa de enfriamiento en este caso es de 2000-
2500 °C/min (10,11). Este método busca generar
una alta viscosidad y la rdpida solidificacién de las
soluciones de vitrificacion con el fin de disminuir
la toxicidad del crioprotector; a la vez que se reduce el
tiempo de exposicion en los medios de vitrificacion
(9,12), se busca evitar la formacién de cristales
de hielo en el espacio intracelular y extracelular del
embrién (10,13). La tasa de prefiez esperada utili-
zando embriones con didmetros menores de 300
um (morulas y blastocito tempranos) puede alcan-
zar hasta un 60 % (1,3). Por el contrario, cuando se
emplean embriones en estados mas avanzados en su
desarrollo, y cuyo tamao es mayor a 300 pm (blas-
tocito expandido), entonces la tasa de crecimien-
to embrionario y prefiez es menor del 25 % (2,14).
Hochi y colaboradores (6) obtuvieron una tasa de
prefiez del 40 % (2/5) al dia 60, luego de transferir
embriones equinos posvitrificacién, mientras que
Caracciolo di Brienza y colaboradores (15) repor-
taron 66,6 % (4/6) al dia 16, luego de transferir em-
briones menores de 300 pym.

En Colombia no se han reportado estudios de crio-
preservacion de embriones en equinos menores de
300 pm, ni se han reportado estudios de cultivos
de embriones equinos posterior a la criopreserva-
cién in vitro. El objetivo de este reporte es infor-
mar a la comunidad cientifica sobre el éxito de dos
procedimientos de criopreservacién de embriones
equinos que llevaron a la consecucién de una pre-
nez viable.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Los animales pertenecian al hatajo equino de la
Clinica de la Reproduccion de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad
Nacional de Colombia. Estos fueron mantenidos en
condiciones de pastoreo (Kikuyo, [Pennisetum-
clandestinum]) y suplementados con una mezcla
2:1 de sal mineralizada (Derby sal®, Solla S. A,
Colombia) y bicarbonato de calcio. Diez hem-
bras equinas (n = 10) entre los tres y los quince
anos fueron empleadas como donadoras de em-
briones. Se realizaron exdmenes reproductivos
que comprendian palpacién rectal y ultrasono-
graffa (US) con el fin de establecer normalidad y
funcionalidad reproductiva de las mismas. Poste-
riormente se programaron para realizar la colecta
y la obtencién de embriones. En todos los casos
la ovulacién fue inducida con acetato de desloreli-
na a una dosis total de 0,9 mg via IM (Deslorelin
Acetato, VM, Bogot4, Colombia) (homélogo li-
berador de gonadotropinas; deslorelina), la cual
fue aplicada una vez. Los animales presentaron
un foliculo > 35mm y edema II en el ttero (16).
La inseminacidn se realizé con semen fresco de
un mismo equino con fertilidad previa conocida.
En todos los casos se utilizé un volumen seminal de
15 ml, con motilidad individual progresiva (MIP) del
70 %, y una concentracion de 280 x 10° espermato-
zoides/ml (spz/ml). La ovulacién fue detectada
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por medio de exdmenes ultrasonograficos cada
6 h. El dia de la ovulacién fue tomado como el
dia 0 y los embriones fueron colectados al dia
6-6,5.

Obtenciéon de embriones

Luego de la desinfeccién de la zona perineal de la
yegua, se introdujo por via vaginal una sonda tipo
Folley modificada (calibre 32 FR), conectada a un
sistema de conduccion de dos vias. Se introdujo
una solucién Ringer Lactato enriquecido al 6 %
con solucién de lavado para embriones (Flushing
Vigro®, Bioniche Animal Health, Bogart, GA, USA),
la cual fue recuperada a través de un filtro provis-
to de una membrana de 0,75 pm (filtro EmCon,
Agtech Inc, NY, Manhattan, USA). El liquido
recuperado en el filtro se observoé en un estereos-
copio 40X (Olympus) y el embrién obtenido fue
sometido a diez lavados sucesivos en medio Hol-
ding (Nutricell®, FL, USA) para retirar exceso de
celularidad uterina.

Los embriones obtenidos al dfa 6-6,5, n = 24 (méru-
las compactas y blastocistos tempranos), se divi-
dieron en dos grupos de 12 cada uno, que fueron
clasificados morfolégicamente y evaluados en su
desarrollo segtin lo descrito por Poitras y colaborado-
res (8), quienes clasifican los embriones teniendo
en cuenta su calidad: grado 1 es excelente; grado 2,
bueno; grado 3, regular; grado 4, pobre. La evalua-
cién del estado de desarrollo embrionario se calificd
de las siguiente manera: estado 1, morula; estado 2,
blastocisto temprano; estado 3, blastocisto; estado 4,
blastocisto expandido. Una vez realizada la evalua-
cion, cada embridn fue sometido aleatoriamente a

un tratamiento de criopreservacion.

Métodos de criopreservacién y
descongelacidn vitrificacién

El método utilizado en este estudio fue descrito
previamente por Carnevale (17). Se utilizaron dos

crioprotectores permeables, glicerol (Gli) (Sig-
ma-Aldrich®, St. Louis, Mo) y etilenglicol (EG),
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Mo) y un crioprotector
no permeable, galactosa (solucién de dilucién SD)
diluidos en medio salinofosfato buferado modifi-
cado (PBSm, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO).

Un total de 12 embriones (n = 12) fueron expues-
tos a las soluciones de vitrificacién (VS) secuen-
cialmente: la primera solucién (VS1), compuesta
de (Gli [1,4 M]); la segunda (VS2), compuesta de
glicerol y etilenglicol (Gli [1,4 M] y EG [3,6 M]),
y la tercera (VS3) contenia (Gli [3,4 M] con EG
[4,6 M]); todas preparadas en PBSm. Igualmen-
te, se prepard una SD a base de galactosa [0,5 M]
para el momento de la descongelacion. Los me-
dios se colocaron en las siguientes cantidades:
VS1 =200 pl, VS2 =200 pl, VS3= 30 pl, y 90 pl
de SD dentro de una caja de Petri a temperatura
ambiente (22-24 °C). Cada embrién fue expuesto
en intervalos precisos de tiempo a cada una de las
soluciones (S min en la primera solucién, S min en
la segunda y 1 min en la tercera). Finalmente, los
embriones se cargaron en pajillas de 0,25 ml de
pilivinil no irradiada en la SV3 y en los extremo
la SD, como muestra la figura 1. Posteriormente

se sumergieron en nitrégeno liquido a —196 °C

(17).

Calentamiento de los embriones

Cada pajilla que contenia el embrién fue extrai-
da del termo de nitrégeno y mantenida en el aire
a temperatura ambiente (20-22 °C) durante 10 s.
Luego, la pajilla se sumergié en agua a 20 °C por
10 s (17). El contenido de cada pajilla con el em-
brién fue inmediatamente transferido a una caja de
Petri para permitir la rehidratacién del mismo por
S min. En el procedimiento se perdieron dos em-
briones y se decidié transferir un embridn, lo que

hizo que quedaraunn =9.
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Congelacién lenta

El método de congelacién lenta utilizado en el pre-
sente reporte se basé en el procedimiento realiza-
do por Oberstein y colaboradores (18). El crio-
protector utilizado fue EG en una solucién de
congelacién (SC) 1,8 M y sucrosa 0,1 M. Un total
de 12 embriones fueron expuestos en S0 pl de
la SC por 10 min a temperatura ambiente. Cada
uno de los embriones fue empacado en pajillas de
0,25 ml polivinil clorada no irradiada (figura 2) en
50 pl de SC y en los extremos se llenaron con SD
(Holding, Nutricell®, FL, USA). Las pajillas con el
embrién fueron transferidas posteriormente a un
congelador de embriones programable Cryologic
CL-8000 (Bioniche Animal Health, Bogart, GA,
USA). La curva de enfriamiento fue inicialmen-
te de 0,5 °C/min hasta alcanzar una temperatura
de -7 °C; de inmediato se procedio a realizar ma-
nualmente el seeding (induccién de la formacién
de cristales), y después se continué el descenso de
temperatura hasta —35 °C a una tasa de 0,3 °C/
min. Luego las pajillas se sumergieron directamen-
te en nitrégeno liquido para su almacenamiento
-196 °C.

Descongelaciéon de los embriones

Cada pajilla que contenia un embrién se extra-
jo del tanque de nitrégeno y fue mantenida en el
aire (20-22 °C) durante 10 s. Luego se sumergié
en agua a 37 °C por 20 s. En el procedimiento se

perdi6 un embrién y se decidi6 hacer la transfe-
rencia de otro embrién, lo que hizo que quedara
un n = 10 embriones.

Evaluaciéon de los embriones
descongelados o calentados

Cada embridn fue transferido a una caja de Petri
para observar su reexpansion, teniendo en cuen-
ta la clasificacion y la evaluaciéon morfolégica que
presentaba cada uno, en un estereoscopio en un
aumento de 40X.

Cultivo de embriones

Una vez calentados los embriones del grupo de
vitrificacién (n = 9) y descongelados los del gru-
po de congelacién lenta (n = 10), se transfirieron
a gotas de 300 pl con medio de cultivo (50:50
DMEM/Ham’s F-12 + 10 % FCS), con un pH de
7,4 y cubiertos con aceite mineral. Los embriones
fueron incubados en una atmdsfera controlada con

5% 0, 5% CO,, 90 %N, a 38,5 °C por 48 h.

Evaluacién de la viabilidad embrionaria

in vitro

Se consideré como signo positivo de viabilidad
embrionaria el hecho de que los embriones alcan-
zaran el estado de blastocito expandido (S). Los
embriones fueron evaluados y clasificados segun
su morfologia por medio de un estereoscopio a
un aumento de 40X (8).

Figura 1. Pdijilla de 0,25 ml cargada con la solucién de vitrificacién 3 (SV3) con el embrién y la solucién de dilucién

en los extremos

Algoddn ( SD 90

) Aire BV3+E) Aire (

SD 90 pl

) Tapén

SD: solucién de dilucidon, SV3: solucién de vitrificacion 3, E: embridn.

Figura 2. Pdijilla francesa de 0,25 ml cargada con la SC con el embrién y el medio holding en los extremos

Algddén (D 50 pl) Aire ('SC50 pl+E ) Aire

SD 150 pl

Taﬁyén

SD: soluci6n de dilucion, SC: solucién de congelacion, E: embridn.
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REsuLTADOS

Caracteristicas de recuperacién

de embriones

Se realizaron un total de 37 colectas de las cuales
se recuperaron 24 embriones, lo que llevé a obte-
ner una tasa de recuperacion del 64,8 % (tabla 1).
Del total de 24 embriones, 4 fueron clasificados
como morulas y 20 como blastocistos tempra-
nos (figura 3). Los embriones se dividieron aleato-
riamente en dos grupos: grupo vitrificacién (GV)
(n=12)ygrupo de congelacién lenta (CL) (n=12).

Evaluacién morfolégica de los embriones

después de ser descongelados o calentados
En el momento de la descongelacion o el calenta-
miento de los embriones, se evalu6 la morfologia
y la calificacién de cada uno de estos. En las dos
técnicas se observo la ruptura de la zona pelucida
(ZP) de algunos embriones y se presenté dismi-
nucién en la calidad del embrién determinado
por un aumento de células extruidas y por la pre-
sencia de 4reas oscuras en el citoplasma (picno-
sis), que se consideraron indicativos de dafio ce-

lular (tabla 2).

Figura 3. Mérula compacta grado 1 (a) blastocisto temprano grado 1 (b)

a)

b)

Tabla 1. Estado de desarrollo y calificacién de los embriones precriopreservaciéon

Estado de desarrollo N.° embriones Calificacién morfolégica Vitrificacién Congelacién
Mérulas 4 /24 Excelentes 2 2
Blastocitos 20/24 Excelentes 10 10
Total 12 12

Tabla 2. Calificaciéon de los embriones poscriopreservados (vitrificacion y congelacién lenta) después de su calentamiento

Calidad Vitrificados Ruptura ZP Congelados Ruptura ZP
1 0 0
2 4 2 3 1
3 0 2
Total 4 5
26 Rev. Med. Vet. ISSN 0122-9354: Bogotéd (Colombia) N° 27: 21-31, enero-junio del 2014
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El total de embriones obtenidos en el estudio fue
de 24, de los cuales solo se pudo medir la viabi-
lidad de 9 de ellos (4 de la técnica de vitrificacién y
S de la técnica de congelacion lenta) por medio de
cultivo in vitro, debido a las pérdidas presentadas
al momento de la manipulacién y la exposicion al
medio. Adicionalmente, se decidié tomar un em-
brién de cada técnica y transferirlo a dos yeguas,
para medir viabilidad in vivo. La ruptura de la ZP
de los embriones sometidos a las dos técnicas de

criopreservacion no fue significativa.

Evaluacién embrionaria después de 48 h
de cultivo

Los embriones, n = 9 (S congelados y 4 vitrifi-
cados), fueron cultivados en DMEM/ F12 (Sig-
ma-Aldrich®, St. Louis, MO) + 10 % SFB a una
temperatura de 38,5 °C en una atm controlada,
para evaluar el desarrollo embrionario, en el que
se evidenci6 el desarrollo a blastocistos expandi-
dos después de 48 h de cultivo. Para los embrio-
nes vitrificados, se evidencid el desarrollo en el
75 % (3/4), mientras que para los congelados
se observé el desarrollo en el 20 % (1/5); en este

grupo se presento el estallido de 4 pajillas (90 %)
al sacarlas del termo de nitrégeno, lo que provocé
un mayor tiempo de exposicion al medio de con-
gelacién (tabla 3).

En la figura 4 se muestran algunas iméagenes de los
embriones equinos criopreservados luego de ha-
ber sido sometidos a cultivo por 48 h.

Se puede observar que el embrién (a) es de cali-
dad excelente; presentd celularidad homogénea
sin cambios morfoldgicos celulares, simétrica y es-
férica con masa celular uniforme en tamano color
y densidad; no se observaron detritos en el espacio
perivitelino. Luego de 48 h, present6 desarrollo in
vitro (b) en el cual se observa la pérdida de la zona
peltcida debido al crecimiento del embrién. En la
imagen (c) se evidencian irregularidades en la for-
ma de la masa del embridn; este muestra detritos
en el espacio perivitelino (regular). Luego de 48
h de cultivo en el embrién (d) se observan células
extruidas en el citoplasma; no se ha desarrollado
blastocisto y presenta vacualizacion del citoplas-
ma, por lo cual recibe una calificacién de malo (8).

Tabla 3. Resultados desarrollo in vitro de embriones equinos criopreservados por dos métodos

Vitrificados Congelados
ID embriones Desarrollo a b.lasiomsio Clasmc?c!on ID embriones Desarrollo a l?lasfocno Calidad
expandido morfolégica expandido

1 + 1 1 + 2
2 - 3 2 - 2
3 + 1 3 - 2
4 + 2 4 N 2

5 - 2
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Figura 4. Embriones equinos criopreservados por dos técnicas y sometidos a cultivo por 48 h. Embriones posvitrificacion
(a) hora O-calidad 1 (excelente) y (b) después de 48 h de cultivo-calidad 1 (excelente). Embriones poscongelacién lenta-
descongelacién (c) hora O-calidad 2 (bueno), y (d) después de 48 h de cultivo-calidad 4 (malo)

Discusion

El descenso de los embriones equinos al utero ocu-
rre aproximadamente a las 120-156 h (1,19,20),
cuando el embridn se encuentra en estado de moéru-
la compacta o blastocito temprano (19,21). Sin
embargo, la recuperacién de embriones se realiza
comuinmente entre los dias 7 y 8, debido a que hay
una mayor tasa de recuperacién comparada con
aquellos recuperados al dia 6 (22). Se ha reporta-
do adicionalmente que se pueden lograr mejores
tasas de supervivencia posterior a la criopreserva-
cién cuando los embriones son colectados hacia
el dia 6, posiblemente porque no poseen la cp-
sula (glicoproteina mucina) y su tamafio es menor
(23). En el presente estudio se realizaron chequeos
reproductivos por medio de palpacién rectal y ul-
trasonografia cada 6 h; se evalu6 el tamario de los
foliculos hasta el momento de la ovulacién consi-
derada el dia 0. Posteriormente, las colectas de los

d)

embriones fueron realizadas entre las 144 ylas 156 h
postovulacién, lo que llevé a obtener una tasa de
recuperacion del 64,8 %, similar a las obtenidas por
Vanderwall (24) y Moussa y colaboradores (22),
quienes reportaron entre un 50 y un 63 % de re-
cuperacion.

La ZP present6 ruptura en embriones vitrificados
4/9 (44,4 %) y congelados 2/10 (20 %). Este pro-
blema se ha reportado en los procesos de criopreser-
vacién (18); los embriones sometidos a técnicas
de criopreservacion durante los descensos de tem-
peratura o durante la descongelacién/calentamien-
to pueden presentar ruptura de la zona pelacida
causada por efectos téxicos o mecanicos de los
crioprotectores (12,25,26).

El cultivo de los embriones (n = 9) posdescon-
gelacion o poscalentamiento se realizé en medio
DMEM/Ham’s F12 + 10 % SFB. Estos embriones
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fueron cultivados en una atmosfera controlada ade-
cuada (5% O,, 5% CO,, 90 % N,) para brindarle
un ambiente 6ptimo al desarrollo del embrién (27).
Al no presentar estas condiciones, el medio sufre
cambios en el pH, produce danos mitocondriales
y estrés oxidativo, lo cual genera radicales libres que
tienen un efecto nocivo en las membranas celula-
res (28). En el estudio se obtuvo el desarrollo des-
de estadios embrionarios tempranos hasta blasto-
citos expandidos.

De los embriones calentados que se cultivaron,
el 75 % (3/4) se desarrollaron de blastocistos
tempranos a blastocistos expandidos luego de 48 h,
a pesar de la ruptura de la zona peltcida que pre-
sentaron al momento del calentamiento. Este
resultado es similar al obtenido por Oberstein
y colaboradores (18). Por otro lado, de los em-
briones descongelados que se cultivaron solo 1/5
(20 %) presentd desarrollo luego de las 48 h de
cultivo. Esto pudo deberse al estallido de las paji-
llas, lo que ocasioné demoras en el procedimiento
de dilucién del crioprotector.

El protocolo de descongelacién en el laboratorio
present6 inconvenientes debido a que las pajillas
se estallaban, lo cual demoraba su manipulacién y
retardaba la dilucién en las soluciones de descon-
gelacion; por ende, exponian al embrién por mas
tiempo a los crioprotectores. La causa del estallido
de las pajillas no es clara. Por su parte, el proto-
colo de congelacién lenta no puede ser subesti-
mado por los resultados obtenidos en el presente
estudio, ya que Martin y Monge (29) usaron una
concentracion de 1,5 M de etilen glicol 0,1 M de
sucrosa con resultados satisfactorios.

Los resultados fueron basados en el desarrollo in
vitro que tuvieron los embriones de estadios tem-
pranos (mérula-blastocisto temprano) para tolerar
la criopreservacion. La diferencia en el porcentaje

de desarrollo embrionario es muy cercana a ser sig-
nificativa y posiblemente se hubiera podido detec-
tar la diferencia si el nimero de embriones hubiese
sido mayor.

Se realiz6 la transferencia de un embrién por cada
técnica. El embrion vitrificado tuvo ruptura de la
zona pelucida al momento de manipularlo luego de
S min de calentamiento; sin embargo, se transfirio.
El embrioén conservado por congelacién lenta pre-
sent6 un grado 2 al momento de la transferencia.

El chequeo reproductivo de las yeguas se realiz6
8 dias después de la transferencia del embrién so-
metido al método de vitrificacién, lo que llevo a
obtener la prenez del embrién de 15 dias y el na-
cimiento del potro. Con el embriéon que estuvo
expuesto a la técnica de congelacion lenta no se
obtuvo una prefez.

En conclusion, los resultados obtenidos en los em-
briones sometidos a congelacion lenta fueron po-
bres, posiblemente por el estallido de las pajillas al
momento de sacarlas del termo de nitrégeno liqui-
do, lo cual dificultaba la manipulacién del embrién,
y producia a su vez una mayor exposicion al medio
de congelacion. Los resultados obtenidos con el mé-
todo de vitrificacion en este estudio fueron buenos,
ya que presentaron un desarrollo adecuado luego de
48 h de cultivo in vitro; esto llevo a obtener el primer
reporte de la prefiez y el posterior nacimiento del
potro por medio de este método. Esta técnica es de
mayor valor practico, debido a que no se requieren
equipos costosos para su realizacion.
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