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BIENVENIDOS

Buenos Aires, 22 de Septiembre 221

Desde la Sociedad Argentina de Tecnologias Embrionarias (SATE)dsdadai@nvenida a
nuestras IV Jornadas de Reproduccion en Equinos. Al igual que nuestro Congreso de 2020, en
esta oportunidad y debido a estos tiempos complejos de pandemia COVID 19, la virtualidad
una vez mas ha tomado una importante relevancia, quepgssiite ademagener un alcance
sin limites. Son varios los afios recorridos por esta sociedad, siempre vinculada y
comprometida para promover, fomentar, mejorar y desarrollar todo lo relacionado con la
investigacion, estudio y aplicacion practica de lasegoinologias de la reproduccion. Como
desde 2015, afio en que llevamos adelante las primeras jornadas en equinos, seguimos con el
compromiso y apostando, como legado, a la difusion del conocimiento. Argentina se posiciona
entre de los paises con mayor pragion mundial de equinos con fines productivos y
deportivos. Cuenta con recursos humanos destacados internacionalmente que intervienen en
la industria del equino. Es por ello que desde SATE, sentimos que esta especie posee un rol
central para nuestra sodkad y creemos que debemos trabajar para generar buenas
condiciones para nuestros socios para la aplicacion de estas biotécnicas.

Las IV Jornadas de Reproduccion en Equinos contaran con disertaciones de los mas
reconocidos profesionales del ambito académnic practico del ambito nacional y con vasto
reconocimiento internacional. Los asistentes podran disfrutar de las Ultimas actualizaciones en
temas como superovulacibmanejo de receptoras y potrillos, criopreservaciproduccionin
vitro de embriones, dnacion, ICSI entre otros, que sin dudas haran de estos dias unas
jornadas con nivel de excelencia e imperdibles.

Agradecemos a los disertantes por la buena predisposicion y a empresas e instituciones por
el apoyoa nuestra propuesta.

José Javier da Mata
Presidente CD de SATE, periodo 22202
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18:00 hsApertura. Introduccion a las Jornadas.
Dr. Gabriel Vichera (Chairman) y MV. Javier de la Mata (Presidente SATE)

18:20 hs¢ Preden nuestra experiencia en la reproduccion equirescatar aos rinocerontes
de la extincién?

Dr. Daniel Salamone

19:00 hsAvances en criopreservacion de ovocitos equinoacen en Argentina los primeros
potrillos a partir de ICSI de ovocitos vitrificados

Dra. Marina Sansifiena

19:40 hs. Aspiracion transvaginah yeguasun nuevo horizonte en reproduccion asistida en
equinos.

Dr. Jacobo Rodriguez

Moderadores: Dr. Gabrield¥iera; MV. Victoria Arnold; MV. Roberto Jordan

PROGRAMACION JUEVB®E SEPTIEMBRE
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MV. Fernando Riera
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MV. Natalia Pallarols
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esta especie.

Dra. Claudia Osyci&alut
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Dr. Gabriel Alvarez
19:20 hs. Impacto de las biotecnologias reproductivas en el deporte (Entrevista).
Sr. Adolfo Cambiaso
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Sr. Santiago Ballester

Moderadores: DrJuan Bastén; Dra. Mariana Su. Gabriel Vichera.
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¢ PUEDE NUESTRA EXPERIENCIA EN LA REPRODUCCION EQUINA
RESCATAR A LOS RINOCERONTES DE LA EXTINCION?

D.F. Salamone, MB. Rodriguez, @Briski

Laboratorio Bitecnologia Animal, Departamento de Produccion Animal, Facultad de Agronomia, y Instituto de
Investigaciones en Produccion Animal, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina

En equinos las fallas en la superovulacion y la fecundaeigitro convencional (FIV) han
favorecido la aplicacion de lényeccion Intracitoplasmatica del Espermatozoil€SI),
tecnologia reproductiva que tiene buenos resultados en esta especie. Por el contrario, en los
rumiantes la superovulacion y la FIV son muy efieepero la ICSI no. La famiiquidadiene
un solo género, pero en el orden en que se encuentran los equinos estan los tapires y
rinocerontes, ambas especies amenazadas. Una hipétesis que hemos elaborado es que en las
especies emparentadas filogenéticante pueden ser abordadas bajo las mismas tecnologias
de reproduccion asistida. En este sentido la técnica de ICSI ha ganado protagonismo y se
posiciona como la mejor opcidn en especies silvestres de équidos. ¢Podra cumplirse entonces
esta hipotesis en eggies emparentadas como los tapires y rinocerontes? Estudios recientes
reportaron un gran avance en la produccion de embriomesitro de animales en vias de
extincion. En este caso el protagonista fue el rinoceronte blanco del norte africano
(Ceratotherum simum cottor)j del cual solo quedan dos hembras, especie de la que se logré
obtener y congelar embriones por medio de la ICSI combinada con la técrogardepick up
(OPU) (Hildebrandt y col., 2018).

Una de las mayores problematicas a enfrentar cuaselérata de especies salvajes en vias
de extincién es la posibilidad de obtener gametas. Ante esta dificultad se podria pensar en
algunas alternativas estudiadas previamente como el uso de cruzamientos heteroespecificos.
Este tipo de cruzamientos ha sidmpliamente utilizado como modelo para el estudio de las
diferentes interacciones entre especies, cuanto mas alejadas estén entre si mas probabilidades
habra de un bloqueo a nivel de la zona pelucida (ZP) o la membrana plasmatica durante la
fecundacion. $iembargo, hemos observado que si se sortean estas barreras usando la ICSI, la
fecundacion y el desarrollo es posible. Esto ultimo fue demostrado utilizando la inyeccién de
espermatozoides equinos en oocitos maduros de otras especies, como por ejempds oleci
cerdas, y con este abordaje produjimos blastocistos heteroespecificos. Esto nos lleva a una
interesante reflexion: ¢ habra posibilidades para el nacimiento de hibridos extremos?

Para afrontar este problema pensamos quedasneras podrian dar solumies. Estas en la
mitologia griega son seres fantasticos que tienen en su estructura partes de diferentes
especies. Sin embargo, la quimera biolégica hace referencia a individuos que tienen células
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provenientes de diferentes embriones. Recientemente enstnaelaboratorio hemos realizado
experimentos con quimeras heteroespecificas. En estos ensayos obtuvimos lo que llamamos
quimeras transitorias, en la cual produjimos embriones en la que los precursores de las células
placentarias son de una especie (trofadto) y los precursores de las células fetales son
hibridas (macizo celular interno). Esta metodologia tal vez nos permitira gestar un hibrido o
especie diferente no tan emparentada y que el producto final no sea quimeérico.

Por dltimo, otra técnica queusna posibilidades al rescate de estas especies es la edicién
génica. Con ella se puede llegar a eliminar progenies celulares enteras. Por ejemplo, la
delecién del gemNanos 2 suprime totalmente la linea germinal masculina. Con esta tecnologia
un testiculode un padrillo libre de la linea germinal propia puede ser colonizado por células
germinales de otra especie, por lo que un equino eventualmente podria producir
espermatozoides de otra especie como la de un rinoceronte ¢ ficcibn o realidad? Un analisis

apasionado de las posibilidades.
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AVANCES EN CRIOPRESERVACION DE OVOCITOS EQUINOS: NACEN
EN ARGENTINA LOS PRIMEROS POTRILLOS A PARTIR DE ICSI DE
OVOCITOS VITRIFICADOS

G. J. Cléricd; G. Tamineflj J.C. VeronesiJ. Polofy*, N. Pagury C. Pint8, M. J Sansifien&®’

'Facultad de Ingenieria y Ciencias Agrarias, Pontificia Universidad Catdlica Argentina.
2Frigorl’fico Lamar, Buenos Aires, Argentﬁhﬂaras La AguadaEl Dok, Buenos Aires, Argentif“léacultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Naalale Rosario'School of Veterinary Medicine, Louisiana State University.
®Facultad de Ciencias Agrarias y Veterinarias, Universidad del Saf‘@nﬁmejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas.

La vitrificacién de ovocitos equinos para ahfjueo de genética es considerada una técnica
experimental, habiéndose reportado a la fecha Unicamente tres nacimientos en el mundo. El
objetivo de este trabajo fue describir el estado oxidativo de ovocitos equinos vitrificados, y
analizar el efecto de lauplementacion con melatonina sobre el estado oxidativo general
(ROS), la produccién de especies reactivas del oxigeno de origen mitocondrial (MROS) vy el
desarrollo embrionario. Se recuperaron ovocitos inmaduros a partir de ovarios de faena, y
fueron vitrificados en una concentracion final de 20% EG, 20% DMSO y 0.65 M de trehalosa. Se
utilizaron las tinciones de fluorescenciaDEHF & aA G 2{ h- »n LI N} Odzt yGATFAC
mROS, respectivamente. La fecundacion fue realizada mediante la técnica de IESI
embriones fueron cultivados durante-I0 dias. Las variables continuas fueron analizadas
mediante prueba de KruskslWallis, y el desarrollo embrionario mediante un modelo lineal
generalizado. El proceso de criopreservacion incremento las ROS taspesto a ovocitos
no-criopreservados. Se detectdé disminucion significativa de mROS en ovocitos vitrificados
versus el control sin vitrificar con la adicion-Md melatonina en IVM. No se encontraron
diferencias en mROS entre ovocitos vitrificados vecsugrol en ausencia de melatonina en

IVM. Los resultados de desarrollo pdGSI y transferencias se presentan en Tabla 1.
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Tabla 1.Desarrollo ICSI, transferencias y prefieces de ovocitos vitrificados y frescos,
cony sin tratamiento de melatonina duransmaduracion.

Maduros Clivados |Blastocistos No. No. No. %
Grupo N Mean % = | Mean % = | Mean % + | embriones | embriones embriones Prenez
SEM SEM SEM grado 1-2 grado 34 | transferidos (receptora)
Fresco 65+4.8 75153 29+5.7 ; . _
melatonina (+)| 19C | (e5/100) | (4965 | (19/65) A - 5 Sovi2) | %=
Fresco 53+4.2 7715.0 2615.1 ) _
melatonina (-) | 37 | (731137) | (s673p | (1973p 18 3 4 83%(56) |2:3
Vitrificado 54+4.8 6163 15+4.9 . . ]
melatonina (+)| 110 | (s9/110) | (3e/59y | (ars9)= é 3 g weiue) | 1:0
Vitrificado 54+4.7 4666 9+3.8 - )
melatonina (-) | 108 | (57/106) | (26/57) (5/57) 4 1 3 33% (13) [ 0:1

*2 de los blastocistos transferidos a una receptora; **2 de los embriones clasificados como grado 3 debido a
espacio perivitelino anormal fueron transferidos junto a un embrion grad‘8 Superindices diferentes en columna
indican difeencias significativap<0.05

Este trabajo resulté en el nacimiento de los potrillos a partir de ovocitos vitrificados,
madurados, fecundados y cultivados vitro en el pais. Se demostrd para la especie equina
gue, al igual que en otras especies, laifi@cion incrementa las ROS. La melatonina logro
reducir las ROS mitocondriales y mejorar el desarrollo embrionario, pero la obtencién de tasas
de prefiez inferiores al control sin suplementar deberia ser estudiada en detalle en préoximos

ensayos.

Palabrasclave:vitrificacion, ovocito, ICSI, equino
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ASPIRACION TRANSVAGINAL EN YEGUAS: UN NUEVO HORIZONTE
EN REPRODUCCION ASISTIDA EN EQUINOS

J.S. Rodriguez

Vista Equine Colorado, Fort Collins, Colorado, USA

Una de las técnicas mas comunes para la obtencidodgos es la aspiracion folicular por
via transvaginal (TVA), la cual ha incrementado mucho en la practica privada en los ultimos
afos no solamente en EE.UU sino también en el resto del mundo. Los oocitos recuperados por
TVA son destinados a la produgtide embriones mediante la técnica de ICSI (inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides). Esta técnica es especialmente recomendada para
yeguas problema (ya sea por endometritis crénicas, bloqueo de oviductos, problemas
cervicales, metabdlicos o mudoasqueléticos) o por factores relacionados con los padrillos
(ya sea padrillos sufértiles con bajo nimero de espermatozoides o semen de baja calidad,
pocas dosis disponibles/ alto valor, padrillos muertos, semen congelado de epididimo o
disponibilidad & semen sexado).

Sin embargo, TVA también puede ser utilizada como una herramienta de diagndstico o en
programas de transferencia de embriones para sincronizacion de receptoras. El objetivo de
este resumen es poder brindar la mayor informacién acerca sielde TVA y de la obtencion
de oocitos para la produccién de embriones.

Para TVA, la yegua se introduce en una manga, se hace una limpieza del area perineal con
previa sedacion usando Acepromazine-g0dng) (1cc IM), Detomidine (2mg/ml) (€6cc 1V)

y Butorphanol (10mg/ml) (1cc 1V). Antes de la introducciéon del transductor por la vagina se
administra Nbutylscopolammonium, Buscopan® (0.3mg/kgy¢6 V) para relajacion rectal y
facilitar la manipulacion ovarica. Se utiliza una mordaza al momento dm&dgm. Después de

la aspiracion se administra una sola dosis de Flunixin Meglumine (1.1mg/kg) (10cc IV) y Excede
(12cc, IM). Se recomienda tomar la temperatura diaria por un periodo de 3 dias para detectar
complicaciones, como por ejemplo peritonitis dguo abscesos ovaricdss importante antes

de la puncion folicular tener en cuenta el ligamento ancho, fosa de ovulacién del ovario, la
ubicacion del cervix y una buena estabilizacion del ovario. Evitar punciones innecesarias del
parénquima ovarico paravéar futuros hematomas o adherencias.

TVA para la colecta de oocitos

TVA puede ser realizada cada3 Zemanas. Personalmente aspiro las yeguas cada 3
semanas, 9 RNIF & RS&aLJzSa RS I FTRYAYAAGNI OAsy RS
previamente aspirad). Lo mas importante al momento de la aspiracion de oocitos inmaduros
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es la presencia de edema uterino al comienzo de la onda folicaéneralmente se aspiran
todos los foliculos mayores a 8mm. En caso de TéAnanal puede ser que las yeguas no
formen suficiente cantidad de foliculos al momento de la aspiracion, especialmente en yeguas
viejas que muchas veces necesitan mas tiempo o que forman menos foliculos. Esta reportado
gue repetidas aspiraciones no afectan la fertilidad, pero pueden causarsibradel
parénquima ovarico.

Los estrégenos juegan un importante papel en la producaiéritro de embriones. La
producciénde blastocistos fue mayor a partir de oocitos recuperados de yeguas con foliculos
inmaduros con la presencia de un foliculo domigant

¢ ! a2y NBIfATFRI& dzalyR2 dzyl | 3dz2RF mH D RS
mismo tiempo que se va escarificando las células de la granulosa. Se utiliza una solucién de
lavaje de embriones o solucién de PBS con la adicién de 7.000 |U denhgpania presion de

vacio de 138.50mm de Hg.

Los principales factores que afectan un programa deETSbn:
1 Edad de la donante
1 Padrillo

1 Estadio de la onda folicular al momento de TVA

Respecto a la edad de la donante, se sabe que los oocitos dasyeigjas presentan un
mayor numero de anomalias, principalmente desorganizacion de microtlibulos. Las fallas en
Metafase |l predispone a aneuploidia y anormalidades en la funcion y el desarrollo celular
(abortos, enfermedades genéticas y defectos de dedla)r En yeguas viejas se necesita un
mayor numero de transferencias para producir una prefiez viable a térmi@&®= 1 prefiez).

El estadio de la onda folicular influencia la morfologia de los oocitos recuperados al
momento de TVA, cromatina, citoplasmaumulus ydesarrollo. Oocitos recuperados de una
nueva onda folicular es menor (12% menos) si lo comparamos con los oocitos recuperados de
foliculos subordinados (26% mas). Ademas, oocitosperaulos de una nueva onda folicular
presentan un cumulo masompacto y chromatina fibrilar si se comparan con los oocitos
recuperados de foliculos subordinados, los cuales son menos compactos y la cromatina es mas
condensada.

Se calcula que de cada TVA, se recuperan un 60% de oocitos expandidos que alcanzan Mli
entre 2224 h, un 30% de oocitos recuperados son compactos y alcanzan Mll efg6eh30

Un 10% de oocitos son degenerados.
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Auto-transferencia embrionaria
En este caso se utiliza la misma donante como receptora, previa aspiracion y produccion del
embrionin-vitro. Cuando la donante presenta un foliculo dominante d83%nm de didmetro
y edema uterino, se induce con Deslorelina, hCG o ambas, y se realiza TVA-28|d® 246
post induccidn. Es importante la presencia de un buen patrén uterino y consistérdiaa
durante todo el ciclo. Se realiza la incubacién del oocito, se inyecta el espermatozoide y a los 6
7 dias postCSl se transfiere en forma convencional un blastocisto tempriasta técnica
reportd un porcentaje de prefiez de un 65%. Una de lasonegylimitantes es que si se hace
en yeguas con foliculos inmaduros se pierde la relacion tgetorion de la donante por el
tiempo extra que necesitan los oocitos inmaduros durante el periodo de maduracion.
GWSLINPINI YIFENE 2@ NA2a Sy &S3dzZ a GNIyaaoOAz2ylf S
Todos los afios hay yeguas que estan ciclando y que por una razén u otra dejan de producir
foliculos durante la temporada. Este fendbmeno es habitual en yeguas en entrenamiento con
tratamientos intraarticulares, tratamientos prolongados con dexametasona, agequost
parto, en yeguas transicionales o en yeguas que han tenido fiebréepgpo prolongado (ex:
da &S3dzra RSallzsa RSt

| RSYAGA&A0O D adzOKI & S Sai
formar un foliculo dominante-10 dias post DCH h @

Sincronizacion de receptoras

TVA en yeguas transicionales al comienzo de la temporada paexdan recurso para
considerar, especialmente cuando el nidmero de receptoras ciclando es bajo. Se puede
administrar 10mg de estrégenos pord3dias antes de TVA o realizar TVA en yeguas
transicionales que producen su propio edema uterino. Después de AYAjebuas son
suplementadas con dosis ascendentes de progesterona gordfas hasta el dia de la
transferencia embrionaria. Una vez transferido el embrién dichas yeguas deben ser
suplementadas con progesterona ya que, desafortunadamente, estas yeguasrmanf
cuerpos luteos como para producir suficiente cantidad de progesterona y mantener la prefiez.
Con este protocolo se obtuvo un porcentaje de prefiez de aproximadamenrf@ %5 (data
personal a ser publicada).

Biopsias de ovarios

TVA también puede ser litada como una herramienta para la toma de muestras en
yeguas con problemas ovaricos, especialmente en lugares donde los laboratorios de
endocrinologia son limitados o los andlisis hormonales son muy caros. Para la toma de muestra
se necesita agujas espales para biopsias (TRLUT® Biopsy device). La muestra ovarica es
enviada a histopatologia para el diagnéstico de tumores de células de la granulosa,

cistoadenomas/adenocarcinomas, teratomas y dysgerminomas.
17
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Otras indicaciones

i Parala produccion de embries usando semen sexad@SI

1 Tratamientos ovacos con plateletsich plasmaPRP gremature ovarian aging in
humang

1  No recomendado para tratamientos ovaricos &tem CellsSin buenos resultados.

1 Transferencia intrafolicular de oocitos. Otra opcidmeqtodavia necesita mas
desarrollo para uso clinico.

Bibliografia

Comparison of maturation, cleavage and blastocyst rates in equine oocytes recovered by transvaginal aspiration
from estrogensubordinate follicles versus neestrogensubordinate folliclesn n o / t AYA Ol f ¢ KSNAR23ISy2f 2
® bdzYoSNJ o w {SLIWGSYOSNI HaAMT @ 9d aSiOItFI Yd alaldSNR2Y>X 5

Recovery of mare oocytes on a fixed biweekly schedule, and resulting blastocyst formation after intracytoplasmic
sperm injection. Theriogmlogy 73 (2010) 11%8126. C. Jacobson, Y. Choi, S. Hayden, K. Hinrichs

Effects of repeated transvaginal aspiration of immature follicles on mare health and ovarian status. Equine
Veterinary Journal 44, Suppl. 43 (2012388 2012. |. Velez, C. ArlthrC. Jacobson, J. Norris, Y. Choi, J. Edwards,
S. Hayden and K. Hinrichs

Ovarian Follicular Dynamics During the Estrous Cycle in the Mare. Israel Journal of Veterinary Medicine, Vol. 67 (1)
2012. T. Raz, and A. Raz

Advanced mare age impairs the abiliof in vitroomatured oocytes to correctly align chromosomes on the
metaphase plate. Equine Veterinary Journal 51 (2019}252M. Rizzo, K. D. Ducheyne, C. Deelen, M. Beitsma, S.
Cristarella, M. Quartuccio, T. Stout and M. De Ruifidani

Chromatin ad cytoplasmic characteristics of equine oocytes recovered by transvaginal ultragoidet! follicle
aspiration are influenced by the developmental stage of their follicle of origin. Theriogenology 80 (28013).1
Vernunft, H. Alm, A. Tuchscherer, WnKa K. Hinrichs, H. Torner

Cytoskeletal alterations associated with donor age and culture interval for equine oocytes and potential zygotes
that failed to cleave after intracytoplasmic sperm injection. Reproduction, Fertility and Development, 2015, 27,
944¢956. E. Ruggeri, K. DeLuca, C. Galli, G. Lazzari, J. DeLuca and E. Carnevale

Autogenous transfer of intracytoplasmic sperm injectimoduced equine embryos into the uterus of the oocyte
donor during the same oestrous cycle. Reproduction, Fertditgd Development. J. B. Rossini, J. Rodriguez,
Bresnahan, J. E. Stokes and E. M. Carnevale

Ultrasoundguided aspiration of dominant follicles (>25 mm) followed by luteinization and progesterone production
during the estrous cycle in mares. Theriogenol@gy2010) 11161126 F.S. Ignacio, D.F. Montechiesi, D.R. Bergfelt,
C.M.B. Orlandi, L.R. Carvalho, N.J. Puoli Filho, C. Meira

Evaluation of diagnostic utility, safety considerations, and effect on fertility of transvaginal ultragouchet

ovarian biopsyn mares. Theriogenology 85 (2016) 1§B036. M. Diel de Amorim, D. Nairn, S. Manning, |. Dedden,
E. Ripley, K. Nielsen, C. Card

18



IV Jornadas de Biotecnologias Reproductivas en Equinos B2fdsiciones Orales

APLICACION DE LA BIOPSIA DE EMBRIONES Y LA
DETERMINACION DEL SEXO MEDIANTE PCR EN UN PROGRAMA
COMERCIAL DE TRANSFERENCIA BEEIBRIONES (TE) EN
ARGENTINA.

F L. Riera

Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Prof. Robert M. Kedaja Pilar Embrionekjncoln (B), Argentina.

Introduccion

En algunas disciplinas ecuestres existe una clara preferencia de los criadores de un sexo
sobre el otro. El ejemplo mas claro es la practica del polo, en la cual la gran mayoria de los
caballos jugando alto handicap son hembra8006). A partir del afio 2010 los Centros de
Transferencia Embrionaria han sufrido la presién del mercado para prodnicamente
hembras. Si bien existieron intentos de trabajar con semen sexado mediante Citometria de
Flujo, o mediante Nanparticulas, estos no prosperaron desde el punto de vista comercial o
técnico/logistico. El inico método utilizado para la prodiiccle hembras es la eliminacion de
los machos luego del diagndstico ecografico del sexo del feto. Esto puede realizarse a partir del
dia 5860 de gestacion basado en la localizacion diferencial de la posicién del tubérculo genital
del feto hembra o machop de las caracteristicas ecograficas diferentes de las génadas de
ambos sexos a partir del dia 110 de gestacion.

Objetivos

El objetivo de este proyecto fue utilizar un sistema de diagnésticengpéantatorio (PGD)
del sexo del embrion por métodos moleatds realizado previamente a la transferencia
embrionaria, y adaptarlo a nuestras condiciones de trabajo. Para que el sistema fuera viable
debia cumplir con los siguientes requisitos: a) no afectar significativamente el porcentaje de
prefiez, b) el procediranto de biopsia debia ser agil y rapido, y c) el diagnostico debia poder
realizarse en el mismo establecimiento y producir resultados confiables e inmediatos.

Materiales y Métodos

Este estudio se realiz6 durante la temporada 2019 e involucré un to&l@embriones de
los cualesse analizaron retrospectivamente 459 embrion@®OPSIADOS8ivididos en dos
grupos: a) embriones producidos localmente en nuestro laboratt@CALES b) embriones
producidos en otro centro y enviados a nuestro laboratorioapsn diagnéstico del sexo y
transferencia inmediata\IAJERQS

Las biopsias se realizaron mediante micromanipulacion utilizando un microscopio invertido,

equipado con micromanipuladores e inyectores marca Narishigue. El diagndstico se realiz6 por
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medio deun kit comercial de PCR Isotermal (iiPCR) (POCKIT, Gene Research Biotech), utilizado
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. El Kit utiliza un gen autosémico de control
para la presencia o ausencia de ADN en la muest&D($) y un gen especifidel macho (Y
ADN). Si el andlisis resulta que ambos genes son positivA®NGPOS y-ADN POS) el
diagnadstico fue considerado MACHO. Si el andlisis resulta que etgyBh @s positivo pero el
gen YADN es negativo el diagnéstico fue considerado HEMRBRAnhbriones diagnosticados
HEMBRA fueron transferidos dentro de las dos horas posteriores a la biopsia, en cambio los
diagnosticados MACHO fueron descartados en su mayoria. La confirmacion del sexo de la
prefiez se realiz6 por ultrasonografia transrec&la posicion del tubérculo genital a partir del
dia 60 (ECO 60) o por las diferencias ecograficas entre las gonadas fetales en el MACHO vy la
HEMBRA a patrtir del dia 110.

Resultados

De los 616 embriones enviados 2 no fueron encontrados ecoefainer De los 614
restantes, 111 se transfirieron sin biopsia (NO BIOPSIADOS) por pedido del propietario y 5 no
pudieron ser biopsiados por falta de tiempo. Del resto de los embriones, 39 no se biopsiaron
porque su tamafo era menor a 200 micras (n=16) o porqueeptaban alguna anormalidad
morfolégica (n=23). Por lo tanto, la biopsia se realiz6 en 459 embriones. Las biopsias se
realizaron en 130 dias diferentes y el numero de embriones biopsiados por dia fue de entre 1y
14 (media 3 y promedio 3,5).

El porcentajede prefiez total de embriones BIOPSIADOS diagnosticado entre los 14 y 21
dias de la ovulacion de la donarfileCO 14€1)fue de 72,4%. No hubo diferencias significativas
en el porcentaje de prefiez entre embriones LOCALES o VIAJEROS (73 x3.7R¥Yampoo
se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de prefiez entre embriones
BIOPSIADOE NO BIOPSIAD@R vs 73%). El porcentaje de prefiez de BIOPSIADOS no fue
diferente del obtenido con cualquier categoria de los embriones NO BIOPSIABDS. EP
tamafio del embrion no afectd el porcentaje de prefiez tanto para los embriones BIOPSIADOS o
NO BIOPSIADOS.

En 28 yeguas que habian sido diagnosticadas prefiadas (EQD &dn embriones
biopsiados no pudimos realizar la confirmacién del sexo por BCEs®® se debi6 a la decision
de sus propietarios de retirarlas a sus establecimientos antes de la fecha de revisacion ECO 60
por temas de logistica. Del resto de las yeguas receptoras evaluadas el porcentaje de pérdidas
de prefiez diagnosticado entre EC®21 y ECO 60 no fue diferente en BIOPSIABE'328;
14,9%) comparado con NO BIOPSIADOS morfoldgicamente normales (14/80; 1<Q5Rhp)EP
porcentaje de pérdidas de prefiez no fue significativamente diferente en embriones LOCALES o

VIAJEROS tanto pasedategoria de BIOPSIADOS o NO BIOPSIADOS.
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Efecto de la temperatura delontainer el porcentaje de prefiez logrado con embriones
VIAJEROS (no incluyendo aquellos muy pequefios o de mala calidad) vario significativamente
de acuerdo a la temperatura debntainer, medida al momento de ser abierto para sacar el/los
embriones para la biopsia y/o la transferencia. Aquellos embriones @oydainersal abrirse
tenian una temperatura de 21 a 23 °C, estuvieron asociados a menor porcentaje de prefiez que
aquellos embriones cuyosontainersmidieron 1516 °C o 1718 °C (R0.05). La temperatura
de containerde 2123 °C y 120 °C (P=0.05) estuvo asociada a una mayor de pérdida de
prefiez que el grupo cuya temperatura de arribo fue de 12 a 14 grados.

Efecto del tiempo etne coleccidn y biopsiael tiempo transcurrido entre la coleccion del

embrion y la biopsia no afecto el porcentaje de prefiez hasta las 20hs, sin embrago el
porcentaje de prefiez fue menor si el tiempo transcurrido superd 1a342@ post coleccion
(P<0.05) En este mismo grupo, la incidencia de pérdidas de prefiez fue mayor que aquellos
grupos en los que el intervalo coleccibiopsia fue menor.

Eficiencia del diagnésticdna muestra se perdié durante su procesamiento por lo tanto la

iiPCR se realizdé sob#®8 muestras. El tiempo necesario para preparar las muestras para el
andlisis fue de aproximadamente 20 minutos y el ciclo de la iiPCR dura 32 minutos. La
presencia o ausencia de ADN en la muestra depende no solamente de la calidad de la toma de
biopsia presencia o0 no de material) sino también de la sensibilidad y certeza de la PCR.
Evaluamos el porcentaje de muestras en las que se corriéDNIASy que resultaron-GNA
POSITIVAS (POS) para evaluar si habia un efecto de la experiencia adquirida aél#&rgo
temporada tanto en la toma de la muestra como en el procedimiento de la iiPCR. En la primera
mitad de la temporada (Octubre a Diciembre) el 80,3% (114/142) diefidNAPOS mientras
gue en la segunda parte de la temporada (Enero a Abril) fue de8%]146/206). Esta
diferencia no fue significativa ¥B.1). El porcentaje de prefiez no fue diferente entre los
embriones que resultaron GEN POS o GEN NBA)P

Con ambogrimers en 343/458 (74,9%) muestras el diagnodstico se realizé utilizando los
dosprimers(GADN y YADN). En 286/343 (83,4%) de las muestras el resultado-B&l/ASfue
positivo (GDNA POS). En este grupo, el 43% (123/286) también resDikdAYpositivo ((DNA

POS), estableciéndose un diagnéstico de MACHO. Las muestras en las queadbrésellG
DNA POS y-I¥NA NEG fueron diagnosticados como HEMBRA (163/286; 57%). Esta proporciéon
MACHO:HEMBRA de 43:57), es diferente de la esperada (¥0.p5P

En 57/343 (16,6%) de las muestras, eDIFA fue negativo (GNA NEG). En este grupo
solamente 8 resultaron YDNA positivo (8/57; 14%) y fueron diagnosticadas como MACHOS. El
resto de las muestras (49/57; 86%) cuyo resultado fue de ambos primers negatiBd$A(G

NEG; YONA NEG) se clasificaron como de sexo no diagnosticado o desconocido.
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Por lotanto, de las 343 muestras corridas con los gomersel sexo se pudo diagnosticar
en 294 (85,7% de los casos). Las probabilidades de diagnosticdd&h Gieron mayores para
aquellos blastocitos de mayor tamafio (67/70; 95,7%) que para blastocitos eth®fns
(blastocitos tempranos) (79/103; 76,7%)<QM1) o blastocitos de tamafio intermedio
(124/147; 84,4%) (.05).

Con el YADN solamenteel primer GDNA no estuvo disponible durante parte de la

temporada por lo cual 115 muestras se corrieron Unicatmeon el YONA (115/458). Por esta

razéon la interpretacion se basd Unicamente en la presencia o ausenciaREAYSi el
resultado del 5 b! FdzS yS3IIFGAG2 St RAFIAysadadAO2 FdzS a4t
resultado del YDNA fue positivo el diagnéséic FdzS RS da! /|1 hé ® 9y SadsS 3
36,5% (42/115) fue diagnosticado MACHO por la presencield¢AY Esta proporcion también

fue menor que la esperada <.01) y no fue significativamente distinta de la proporcion

cuando el diagnéstico se r&a con amboprimers(131/343; 38,2%;#0.1).

Reconfirmacion del Diagndstico de iiPCR

En total, el diagnéstico por iiPCR pudecomfirmarse en 209 embriones. Esta confirmacién
se realiz6 mediante ecografia transrectal realizada ECO 60 en la totalidasl HEMBRAS o
POSIBLES HEMBRAS. En cambio, los embriones diagnosticados como MACHO fueron
descartados en su mayoria. Solo algunos embriones MACHOS (SRY POS) fueron transferidos y
utilizados para el diagnostico confirmatorio.

En 168 de los 209 embrionegie pudieron reconfirmarse, la iiPCR se realiz6 utilizando
ambosprimersy el diagndstico se pudo realizar en 135 de las muestras. Estas prefieces fueron
confirmadas por ecografia transrectal (ECO 60) y el resultado HEMBRA fue correcto en 78 de
97 casos (8@%). En las biopsias que resultaron MACHO el diagndstico fue correcto en 36 de
38 casos (94,7%). El diagnostico de MACHO mostré una tendencia a ser mas certero que el
diagnéstico de HEMBRA (P=0.06)

La proporcion de embrionesDNA negativos que luego senfirm6 por ECO 60 que eran
HEMBRAS fue mayor en aquellos embriones diagnosticados solamente pimezlY-ADN
(90,3%) que cuando la iiPCR se realiz6 con loprdosrs(74,6%; R0.05).

En total, de los 171 embriones diagnosticados como HEMBRAS, P®SIBUBRAS o0 con
resultado desconocido que fueron evaluados por ECO 60, el 78,4% (134/171) fueron
confirmados como HEMBRAS.

De 37 embriones que intencionalmente NO fueron biopsiados y quedaron como control y
en los que ECO 60 fue realizado, 16 resultaré&®CMOS y 21 HEMBRAS (56,8 % hembras) que

no fue estadisticamente diferente de la relacion esperada 1:1
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Discusion

El resultado de este estudio demostr6 que la biopsia de embriones y el diagnéstico del sexo
por medios moleculares puede ser realizada conoégit un laboratorio bien equipado para
reproduccion asistida no solamente para embriones LOCALES producidos en el mismo centro
de TE sino también embriones denominados VIAJEROS transportados en un sistema de
temperatura controlada.

La micromanipulacion gl procesamiento del embridn para realizar la biopsia no afectaron
el porcentaje de prefiez ni tampoco el porcentaje de reabsorciones o pérdidas fetales. La
refrigeracion y el transporte de los embriones tampoco afectaron la tasa de prefiez siempre y
cuandola biopsia se realizara antes de las 20 hs de la coleccion del embrién. El porcentaje de
prefiez general de 72,4% es comparable al logrado en Dofia Pilar histéricamente. Ademas
tampoco difiere del logrado en embriones NO BIOPSIADOS en la misma temporadpen |
se realiz6 este estudio. Una observacion interesante fue que la temperatura de envio
(registrada con la apertura debntaine)) fue uno de los factores detectados que afecto el
porcentaje de prefiez. Aquellos embriones cugostainersllegaron a undemperatura de 15
a 18 °C tuvieron una mayor tasa de prefiez y menor de reabsorcion que aquellos que llegaron a
21 a 23 °C. Incluso aquellos embriones que llegaron a temperaturas aun menofegsq@pse
asociaron a un menor porcentaje de reabsorcion. pstiablemente se deba a que a menor
temperatura el metabolismo del embrién es menor, lo cual mejora su viabilidad. EI medio de
transporte utilizado en este estudio (Syngro) contiene hyaluron que es un polisacarido que se
utiliza en lugar del suero. Est&portado que las proteinas presentes en el suero son
importantes para proteger el embrion de la refrigeracion. Este es un detalle que deberiamos
considerar en el futuro y reemplazar el medio de transporte por alguno que contenga suero
fetal en su composién.

Otra conclusion interesante de este estudio es que la calidad de la biopsia (expresada por la
presencia o ausencia de-ADN) fue mayor en los blastocitos grandes y expandidos que en
embriones mas pequefios. Esto pareciera contradictorio porque es aparente mas dificil
la biopsia de los embriones grandes. Cuanto mas grandes son los embriones, mas dificil es
sostenerlos en posicion con la aguja de holding. Ademas, las células del trofoblasto estan mas
agarradas entre si lo cual dificulta su desprenditto. También a medida que el embrién es
de mayor tamafio la resistencia de la capsula es mayor y esto puede dificultar su penetracion.
Pudimos sortear estas dificultades en base a prueba y error en trabajos preliminares realizados
durante los ultimos dieafios.

Es notable que el porcentaje de prefiez logrado tanto para embriones biopsiados como no

biopsiados, no fue afectado por el tamafio del embridn. Esta observacion también coincide con
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trabajos preliminares realizados en nuestro laboratorio. Sin embaegemos considerar que

por tratarse de un programa comercial, los embriones muy pequefios en general no fueron
biopsiados. Es preferible que los embriones se encuentren entre 400 y 800 micras de didmetro
aproximadamente, lo cual facilita la presencia de ADNa muestra. Para lograr este objetivo

es importante revisar la yegua donante a intervalos no mayores a 24 horas. El embrién equino
S& RS dzy ONBOAYASyYy(2 Yd® NI LAR2 & St aqarfasSz¢
una amplia variabilidad demafo del embrién. Varios son los factores conocidos que afectan

la velocidad de crecimiento del embrion (época del afio, IA con semen fresco vs congelado,
tiempo de capacitacion espermatica, ambiente uterino, sincronia de la receptora, edad de la
donante momento del servicio entre otros) y seguramente son muchos mas los factores que
aun NO conocemos. Por esta razén el momentofldshing para lograr embriones éptimos

para la biopsia tiene todavia un poco de arte ademas de ciencia. Es practica coneltodob

para aquellos profesionales que trabajan en forma ambulatoria que la revisacion de las yeguas
se realice cada 48 horas manejando inductores de ovulacion. Si la intencion es que los
embriones sean biopsiados, esta practica no es aconsejable yarojgbfemente resulte en

un rango muy amplio de tamario.

Otro factor que hemos identificado como muy importante es la calidad del embrion. Existen
algunos indicadores en la morfologia del embrién que nos indican que han sufrido algin grado
de stress. Este tress muchas veces lo vemos inmediatamente luego ftieshing y
probablemente es consecuencia de factores relacionados al ambiente uterino. En otras
ocasiones, sobre todo cuando los embriones no son transferidos inmediatamente y
particularmente si van aes refrigerados, el procesamiento del embriéon es un tema crucial.
Temperatura y osmolaridad del medio de lavaje, temperatura de los materiales con que toma
contacto el embrién, temperatura ambiente, temperatura y osmolaridad del mediwtténg
platina rmica y por supuesto temperatura y acondicionamiento para el transporte tienen una
importancia aun mayor que en aquellos embriones que no seran biopsiados. Algunos signos de
stress que hemos visto en embriones refrigerados transportados son: embrionmagdost
dentro de la cépsula (capsulas arrugadas), capsulas rotas o rasgadas, opacidad, células
extruidas. En general estos embriones son pobres candidatos a una biopsia exitosa y son
transferidos sin biopsiar. En el analisis retrospectivo de nuestrostregisbservamos que
estos embriones son de menor viabilidad y esta es menor adn si intentamos biopsiarlos. Es
importante entonces en el caso de que los embriones sean refrigerados que se extremen las
precauciones en el manejo y condiciones de transportsgienismos.

Durante el procedimiento de biopsia del embrién existe un delicado equilibrio entre
GAY Ol aiAsyé & a@OAlLoAftARFIRéE RSf SYONAsyd 5STAYy?2
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que realizamos para obtener células durante la biopsia. Sélexperiencia podemos saber
cual es ese delicado equilibrio. Tedricamente cuanto menos invasiva sea la biopsia menor
deberia ser el efecto sobre la viabilidad del embrién, pero mayores las probabilidades de que
la biopsia no contenga el ADN suficiente patade&gndstico. Para estudiar este tema
comparamos el porcentaje de prefiez logrado con embriones en los que obtuvimos una
muestra satisfactoria (DN POSITIVO) con los que no detectamos presencia de AAINN(G
NEGATIVO) y no observamos diferencia sigtifficaentre estos grupos(73% y 76%
respectivamente). Tampoco existio diferencia significativa entre embriones BIOPSIADOS
(independientemente del resultado de la biopsia) y embriones NO BIOPSIADOS (72% vs 73%)

En este programa, el 86% de las biopsias equasse realiz6 iiPCR con los gosners(G
ADN y YADN) proporcionaron un resultado que permitié el diagnéstico. En el 14% de las
muestras no se diagnostico la presencia de ninguno de los dos marcadores. Esto puede haber
ocurrido por una o varias de laguientes razones: deficiencia en la toma o procesamiento de
la muestra, muestra insuficiente para la sensibilidad de la iiPCR, o a la presencia de inhibidores
en la reaccién de PCR. Si bien estos factores se han mejorado a lo largo de nuestro trabajo
creemos que todavia pueden ser optimizados aumentando la sensibilidad de la iiPCR y
mejorando la técnica de obtencion y procesamiento de la muestra.

Encontramos un desvio en aquellas muestras con resultafldN'NEG ya que el resultado
en lugar de ser cercanal esperado de 50:50 (MACHO/HEMBRA) result6 43:57. Esto sugiere
que quizas eprimer que detecta la presencia deADN no sea tan sensible como el que
detecta el GADN, y que quizas esto sea mas notable en aquellas muestras que contienen
menor cantidad deADN. Afortunadamente la direccibn de este desvio no es grave para
nosotros ya que lo que buscamos es producir HEMBRAS. Aquellas muestras que resultaron Y
ADN negativo pero que en realidad son MACHOS fueron detectadas posteriormente en la ECO
60.

Un hallazgo de dificil explicacion en nuestro estudio fue que de 38 embrio#d3NYPOS
que se transfirieron y luego se ecografiaron a los 60 dias de gestacién, hubo 2 que en realidad
resultaron ser HEMBRAS. No tenemos una explicacién para ésto salvo suporetrgtie de
algun tipo de contaminacion de la muestra o de algun error humano en el registro. Mucho
menos probable pero no por eso descartable podria ser el ca¥ydgex Reversple aunque
de muy baja incidencia esta bien descripto en varias razas a@dasab

Otro hallazgo interesante fue en el grupo de muestras en las que solo se corskD& Y
(n=115). Si el resultado delADN resultdé negativo los embriones se diagnosticaron como
POSIBLES HEMBRAS y los qué&BNydio positivo el diagndéstico fue MBACHO y el embrion

fue descartado. En el grupo de POSIBLES HEMBRAS el porcentaje de diagnostico fue mucho
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