UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA
DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS MEDICO VETERINARIAS

Tasa de éxito de transferencia embrionaria ICSI en yeguas con protocolo

hormonal frente a yeguas en ciclo natural en Cundinamarca, Colombia

Por:

Violeta Maricela Pérez Guerrero

TESIS
Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

Torreén, Coahuila, México
Febrero 2026



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA
DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS MEDICO VETERINARIAS

Tasa de éxito de transferencia embrionaria ICSI en yeguas con protocolo
hormonal frente a yeguas en ciclo natural en Cundinamarca, Colombia

Por:

Violeta Maricela Pérez Guerrero

TESIS

Que se somete a la consideracion del H. Jurado Examinador como requisito parcial
para obtener el titulo de:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

Aprobada por:
F o« gl =4
ngel Garcia Dr. Fernando Arellano Rodriguez

Presidente Vocal

[\
/ M

dgar Diaz Rojas

Dra. Leticia R %aga\ytén Aleman
Vocal suplente

Vocal

o 3 o‘o
ol X’\u_f—-/ ?QY :~." e
ﬁc. José—tpﬁ'gncisco Sandoval Eliag _ @8
Coordi -dela Division Regional de Ciencia Al
Zz

DE LA
COORDINA(HON
DIVISION REGIONAL

Torredn, Coahuila, México nE CIENCIA ANIMAL
Febrero 2026




UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA
DIVISION REGIONAL DE CIENCIA ANIMAL
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS MEDICO VETERINARIAS

Tasa de éxito de transferencia embrionaria ICSI| en yeguas con protocolo
hormonal frente a yeguas en ciclo natural en Cundinamarca, Colombia

Por:

Violeta Maricela Pérez Guerrero
TESIS

Presentado como requisito parcial para obtener el titulo de:

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
Aprobada por el Comité de Asesoria:

/

Dr.iosc/rl ngel Garcia
_~Aseser'Principal

7o bl -k /

Dr. Fernando Arellano Rodriguez Dra. Leticia R m Gaytan Aleman
Coasesor Coasesorn

Q\Aagw{a&isco Sandoval Elids {3
Coordinador de la Division Regional de Cien§ia Qi

Torredn, Coahuila, México COORDINACION DE LA

DIVISION REGIONAL

Febrero 2026 DE CIENCIA ANIMAL



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Oscar Angel Garcia: por ser un médico ejemplar y siempre demostrarme
que con dedicacion y esfuerzo se pueden alcanzar las metas, toda la ayuda
brindada a lo largo de mis estudios universitarios y conocimientos compartidos
dentro y fuera del aula, la amistad brindada, nada hubiera sido posible sin su

ayuda.

Al Dr. Edgar Diaz Rojas: por el apoyo brindado para este trabajo de tesis, los

conocimientos y consejos compartidos en esta etapa.

A mis profesores: quienes con su vocacién de médicos compartieron sus
conocimientos y me proporcionaron las herramientas necesarias para lograr

superarme y formarme como meédico.

A mis compafieros: todos aquellos que me ayudaron en el proceso de titulacion,
juntando firmas, llevando papeles y pagos, sin su apoyo este logro no habria sido

posible.

A la UAAAN: aquella universidad que me vio desarrollarme como profesionista
y como persona, me abrid las puertas para tener la mejor etapa de mi vida,
brindandome amistades, experiencias y conocimientos, te llevaré siempre en mi

alma.



DEDICATORIAS

A mis padres: Maricela Guerrero Barrén y Antonio Pérez Guzman, por siempre
creer en mis capacidades y brindarme su apoyo incondicional en cada etapa de
mi vida. Han sido un pilar fundamental en mi formacion académica, no existen
palabras suficientes para expresar lo eternamente agradecida que estoy por
siempre ser un ejemplo a seguir, cada logro obtenido ustedes son los

responsables, los amo.

A mi hermano: Marco Antonio Pérez Guerrero, por ser mi compariero de vida y

cuidar siempre de mi, con el que compartimos cada suefio y proyectos juntos.

A mis primos: Ana Paola T., Paul Issac T., Manuel Dominguez, por
acompafnarme en momentos dificiles de mi etapa foranea, por nunca dejarme

sola y darme el apoyo incondicional para salir adelante.

A mi familia: en especial a la familia Guerrero, quienes tuvieron un papel
importante en mis estudios universitarios, siempre darme animos y apoyo
incondicional, acompafiarme en cada locura y sin importar qué tan lejos me fuera,

siempre fueron a buscarme.
A mis amigos: aquellas amistades que me dio la Narro y que hicieron muy feliz

mi vida universitaria, que siempre supieron sacar lo mejor de mi, compartiendo
experiencias en lugares gue jamas imaginé conocer.



INDICE

AGRADECIMIENTOS ..ottt e e e e e e e e e aaaaeeas [
DEDICATORIAS . ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s s s e e e anbaensrneneees i
INDICE ...ttt a et ii
INDICE DE FIGURAS ..ottt sttt sttt e s neene e nens v
INDICE DE CUADROS ......coeiuiiitiiiiieie ettt see e ese e e s neeneenenanas Vi
RESUMEN. ... .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e s s e s sbbeaaesnsneeeeees Vi
L-INTRODUGCCION. ... .ccuieieiteetee ettt te ettt ete e e eaeereeneens 1
3 I o 1] 0 (=1 2
1.2 ODJEEIVO ..t 2
11.-REVISION DE LITERATURA ..ottt 3
2.1 Anatomia repProdUCTIVA. ........coeieeeiieeee et 3

P I A V- 1 o L RSO U PP PPPPTPPPRRN 3
22 7 © 1Y/ T [ [ o J PP 3
2 R T U (=Y o YA PO T 3
O =T ) GRS PPPPUPPRPRRRN 3
2.1.5 VAGINA. 1.ttt 4
2.1.6 VUIVAL .ottt raaaaa 4

2.2 Fisiologia reprodUCHIVA..........ooeeeiiiiiiiie e 4
2.3 Transferencia de embIiONES .........ouuviiiiiiiiiiiiee e 5
ARG TR N 4=To [V F- Wo (0] g F=To (o] - NPT 6

ARG IV =10 [T W (<Tol] o) (o] - W PP PPRPRRPN 6
2.3.3 Protocolos hormonales de SINCronizacion .............ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeinnnnns 6
2.3.4 Manejo pPoSt-tranSferenCia ........cooeevvvevuieieeieeiie e 7

2.4 Inyeccion intracitoplasmatica (ICSI) ......cccccoviiiiiii i, 7
2.4.1  Aspiracion folicular (OPU) ... 8
2.4.2 Obtencidén y maduracion de OVOCItOS.............uueeeeveiiiiiieeeeeeiiie e 8
2.4.3  MicroinyeccCion €SPEermMALiCa .........ccuueeeeeeeeiiiiiaee e 9
2.4.4  Cultivo y evaluacion embrionaria...........ccccoeeeeeeviiiiiiiiceeiiiee e, 9

. MATERIALES Y METODOS.......ooiiieitie ettt 11



3.1 UDICACION del @StUAIO. ... cn e, 11

3.2 DiSefo eXPeriMental..........cooooie i 11
3.3 Protocolo hOrmONal .........cooiiiiiiiiiie e 12
3.4 Seguimiento del ciclo natural .............cooooii i 13
3.5 Aspiracion folicular OPU € ICSI......coooviiiiiiiieeieeiec e 14
3.6 Transferencia embrionNaria.........ccoooeiveiiiiiiiiiii e 16
K A @3 (=T (o RS0 [ (] (o 16
3.8 ANALISIS ESTATISTICO ...vvvveriiiiiee e 18
IV RESULTADOS ...t e e e e e e e e e eanees 19
V DISCUSION ...ttt ettt et e eteeete e e enee e e eneeereeens 21
VICONCLUSION ..ottt te e eae e aneas 23
VII LITERATURA CITADA ..ottt 24



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Ubicacién satelital de la central (Fuente: Google maps)..................... 11
Figura 2 Grupos experimentales (Fuente: elaboracién propia)...........ccccceeeee. 12
Figura 3 llustracion gréafica de sincronizacion en yeguas receptoras (Fuente: Dr.
Daniel Guzman, BioHOrse SAS, 2025). .....cccooiiiiiiieeecie e 13
Figura 4 Seguimiento ecografico transrectal (Fuente: elaboracion propia). ...... 14

Figura 5 Materiales utilizados para la técnica OPU (Fuente: elaboracion propia).

Figura 8 Vesicula embrionaria 8 dias post transferencia embrionaria (Fuente:
elaboracion Propia). ......oooe oo 17
Figura 9 Embrion implantado 16 dias post transferencia embrionaria (Fuente:
(<1 F= 1o o] = ToT ol I o o] o] - ) AR 17
Figura 10 Porcentaje de tasa de prefiez en grupo A de ciclo natural ............... 19

Figura 11 Porcentajes de tasa de prefiez en grupo B de protocolo hormonal ..20



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1 Numeros totales y porcentajes de yeguas que a los 8 dias de

transferidas se realizo Ecol, para confirmacion de prefiez o vacias. ................ 19

Vi



RESUMEN

El presente estudio evalla la tasa de éxito de una de las biotecnologias
reproductivas mas utilizadas en la Gltima década en equinos: la transferencia
embrionaria mediante inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).
El experimento se llevé a cabo en la regién de Tabio, Cundinamarca, Colombia,
donde se analizaron dos grupos experimentales conformados por 60 yeguas
receptoras cada uno, sometidas en el programa de transferencia embrionaria
ICSI.

El grupo A, integrado por yeguas receptoras en ciclo estral natural, comparado
con el grupo B, formado por yeguas sincronizadas mediante protocolo hormonal
exdgeno. La tasa de éxito se determind mediante confirmacion de prefiez por
ultrasonografia, evaluada a los 15 dias postransferencia, los cuales fueron

analizados por la prueba estadistica de Chi- cuadrado.

Los resultados obtenidos muestran que, aunque el grupo A presenté una tasa de
prefiez ligeramente superior de 43 yeguas prefiadas (71.7 %), en comparacion
con el grupo B, que registré6 40 prefieces (66.7 %), no se observo diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos (P>0,05). Estos hallazgos
indican que, bajo las condiciones del estudio, ambos métodos de sincronizacion
de yeguas receptoras en programas de transferencia embrionaria ICSI, ofrecen

la misma eficacia reproductiva.

Palabras clave: Transferencia embrionaria, ICSI, Protocolos hormonales,
Receptoras, Donadoras

vii



|.-INTRODUCCION

La reproduccion equina ha adquirido una creciente relevancia en la investigacion
cientifica durante los ultimos afios, debido a su impacto en la mejora de la
eficiencia reproductiva, la preservacion del material genético de lineas valiosas y
la optimizaciéon de los programas de cria. En este contexto, las biotecnologias
reproductivas han permitido el desarrollo y perfeccionamiento de técnicas como
la inseminacion artificial, la transferencia de embriones y, mas recientemente, la
produccion in vitro de embriones mediante la inyeccién intracitoplasméatica de
espermatozoides (ICSI). La técnica ICSI ha representado un avance significativo
en la reproduccién asistida en equinos, ya que permite superar diversas
limitaciones asociadas a la fertilizacion convencional, especialmente en casos de
baja calidad seminal o fallas reproductivas previas (Rader, 2016; Oliveira et al.,
2024). Gracias a esta biotecnologia, es posible obtener embriones viables a partir
de un namero reducido de ovocitos y espermatozoides, lo que incrementa el
aprovechamiento genético tanto de yeguas donadoras como de sementales de
alto valor.

La transferencia embrionaria se ha consolidado como una herramienta clave para
maximizar el potencial reproductivo de yeguas donadoras, permitiendo la
obtencion de multiples crias en un mismo afio y optimizando el uso de recursos
genéticos. Aun asi, el éxito de esta técnica depende de diversos factores, entre
los que destacan la calidad embrionaria, la sincronia entre la yegua donadora y
la receptora, el estado fisioldgico del uUtero y el protocolo reproductivo empleado
(McKinnon & Voss, 2011; Ramos Torres, 2011).En el caso de los embriones
producidos mediante ICSI, la receptividad endometrial de la yegua receptora y la
adecuada sincronizacién con el desarrollo embrionario son determinantes para
lograr tasas satisfactorias de gestacion (Stout et al., 2020; Claes et al., 2022). Por
ello, la selecciébn y manejo de las yeguas receptoras constituye un elemento
fundamental dentro de los programas de transferencia embrionaria.

El uso de protocolos hormonales en yeguas receptoras tiene como objetivo
controlar el ciclo estral y garantizar la disponibilidad de animales aptos para
recibir embriones en el momento fisioldgicamente mas adecuado. Estos
protocolos incluyen comunmente la administracion de hormonas como
estrogenos, progestagenos y prostaglandinas, con la finalidad de regular la
dinamica folicular y la ovulacion (Mufioz-Garcia et al., 2024). Sin embargo, las
yeguas que se mantienen en ciclo natural pueden presentar condiciones
fisiologicas favorables para la implantacibn embrionaria, lo que ha generado
interés en comparar ambos esquemas reproductivos (Ramos Torres, 2011).En
este sentido, la comparacién entre yeguas receptoras en ciclo natural y aquellas
sincronizadas mediante protocolos hormonales resulta de importancia para
determinar si la intervencion endocrina influye en la tasa de éxito de la
transferencia embrionaria mediante ICSI, contribuyendo asi a la optimizacion de
los programas de reproduccion asistida en equinos.



1.1 Hipotesis

El uso de yeguas receptoras de ciclo natural dara mejor tasa de éxito en la

transferencia embrionaria ICSI a las inducidas hormonalmente.

1.2 Objetivo

Comparar la tasa de éxito en la transferencia embrionaria ICSI en yeguas de

ciclos naturales a las inducidas hormonalmente.



I.-REVISION DE LITERATURA

2.1 Anatomiareproductiva

El aparato reproductor de la yegua esta conformado por una serie de érganos
especializados cuya funcién principal es la produccion de gametos, la

fecundacion, la gestacion y el parto.

2.1.1 Ovarios

Los ovarios de las yeguas son érganos pares con forma arriionada, localizada
en la regién sublumbar, caudalmente a los rifiones. Su funcién principal es la
produccion de ovocitos y la secrecion de hormonas sexuales, principalmente
estrogenos y progesterona, las cuales regulan el ciclo estral (Frandson et al.,
2018).

2.1.2 Oviducto.

Son conductos delgados que conectan los ovarios con los cuernos uterinos y
permiten el transporte del ovocito y del embriébn temprano. Se divide

anatomicamente infundibulo, ampolla e istmo (Frandson et al., 2018).
2.1.3 Utero.

El atero de la yegua es de tipo bicorne, con un cuerpo corto y dos cuernos largos
y curvos. Desempenia su papel esencial en la implantaciéon y mantenimiento de
la gestacion, ya que su endometrio contiene glandulas uterinas responsables de
la secrecidon de nutrientes necesarios para el embrion. Anatbmicamente, esta
constituido por las capas de endometrio y miometrio. (Hafez y Hafez, 2013;
Senger, 2018).

2.1.4 Cérvix.

Es una estructura muscular y fibrosa que separa el Gtero de la vagina. En la yegua
se caracteriza por ser relativamente corto y presentar pliegues longitudinales que
permiten su dilatacion durante el estro, facilitando el paso del semen. Durante el
diestro, permanece cerrado, actuando como una barrera protectora del Gtero
(Hafez y Hafez, 2013).



2.1.5 Vagina.

Se trata de un conducto musculo-membranoso que se extiende desde el cérvix
hasta la vulva. Donde cumple funciones esenciales durante la copulacion y
como via de salida en el parto, ademas de proporcionar un ambiente adecuado
para la supervivencia y el transporte de los espermatozoides (Frandson et al.,
2018).

2.1.6 Vulva.

Constituye la porcién externa del aparato reproductor femenino y esta formada
por los labios vulvares, el clitoris y el vestibulo. Una conformacién anatémica
adecuada es fundamental para prevenir infecciones ascendentes y mantener una

optima salud reproductiva en la yegua (Hafez y Hafez, 2013).

2.2 Fisiologiareproductiva

La yegua es una especie poliéstrica estacional de dias largos, cuya actividad
reproductiva se ve influenciada principalmente por el incremento en las horas luz

durante la primavera y el verano (Hughes et al., 1975; Galina et al., 2021).

El ciclo estral es definido como el intervalo entre dos ovulaciones consecutivas y
se caracteriza por la presencia de un periodo de estro y concentraciones
plasméaticas de progesterona inferiores a 1 ng/ml. En promedio, el ciclo tiene una
duracién aproximada de 21 dias, de los cuales entre 5y 7 corresponden a la fase
folicular (estro), y entre 14 y 15 dias a la fase lutea (diestro) (Hafez & Hafez, 2013;
Senger, 2018).

El hipotadlamo desempefia un papel en la regulacion de la funcion reproductiva,
ya que secreta la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual es
liberada de manera pulsétil hacia el sistema porta hipotalamico-hipofisiario. Esta
hormona estimula la liberacibn de gonadotropinas hipofisiarias, hormona
foliculoestimulante (FSH) y hormona luteinizantes (LH), responsable del
crecimiento folicular, la produccion de estrogenos, la ovulacién y la posterior

luteinizacién del foliculo ovérico (Andrade et al., 2011).



Durante la fase folicular, el crecimiento de los foliculos ovéricos ocurre
principalmente bajo la accion de la FSH. El foliculo dominante produce estradiol-
17 B, hormona encargada de inducir el comportamiento de receptividad sexual
en la yegua, asi como cambios fisioldgicos caracteristicos, entre ellos la
relajacion del cérvix y la presencia de edema endometrial observable por

ultrasonografia (Hafez y Hafez, 2013).

Posterior a la ovulacion, se inicia la fase IUtea, en la cual el foliculo colapsado se
transforma en cuerpo liteo. Esta estructura es responsable de la secrecion de
progesterona, hormona que inhibe la liberacion de LH, evitando el desarrollo de
nuevos foliculos y mantiene el Utero en un estado adecuado para la posible
gestacion. En ausencia de fecundacion el endometrio uterino libera
prostaglandina F2a (PGF2a), alrededor del dia 14 del ciclo, lo que provoca
lutedlisis y el reinicio de la actividad folicular (Frandson et al., 2018; Senger,
2018).

2.3 Transferencia de embriones

La transferencia de embriones (TE) en equinos es una biotecnologia reproductiva
gue permite aumentar el niumero de crias producidas por una misma yegua en
una temporada reproductiva, sin interferir con su actividad deportiva o productiva.
En la actualidad, esta técnica se ha integrado con procedimientos avanzados
como la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) y la clonaciéon
equina, contribuyendo a la conservacion y mejora de lineas genéticas de alto
valor (Hartman, 2011).

Los primeros reportes exitosos de transferencia embrionaria en yeguas se
realizaron de manera independiente en Japén y Cambridge en el afio 1974,
marcando el inicio de su aplicacion en la reproduccion equina moderna. Desde
entonces, su uso se ha extendido principalmente en animales con alto valor

genético, deportivo o comercial (Giner Torres, 2012).

Al igual que otros procesos reproductivos en la especie equina, la eficiencia de

la transferencia embrionaria se encuentra influenciada por diversos factores,



entre los que destacan la estacionalidad reproductiva, las condiciones climaticas,
el manejo nutricional, la calidad seminal del semental, la condicién corporal, el
estado sanitario y reproductivo de las yeguas receptoras, asi como la correcta

ejecucion de la técnica (Giner Torres, 2012).

2.3.1 Yegua donadora

El manejo de la yegua donadora tiene como obijetivo principal la obtencién de
embriones viables y libre de contaminacion. Para ello, resulta indispensable que
la donadora presente un adecuado estado de salud uterina, ya que alteraciones
como la endometritis pueden comprometer la viabilidad embrionaria. Se
recomienda realizar un seguimiento ecografico constante para identificar con
precision el momento de la fase de reclutamiento para introducirla al programa

de aspiracion folicular (Hartman, 2011).
2.3.2 Yegua receptora

La seleccion de yeguas receptoras es un factor determinante para el éxito del
programa de transferencia embrionaria. Generalmente, se recomienda que la
ovulacion de la receptora ocurra entre 4 y 8 dias después de la de la donadora,
lo que permite asegurar una adecuada receptividad endometrial y
concentraciones Optimas de progesterona para la implantacion embrionaria
(Hartman, 2011).

2.3.3 Protocolos hormonales de sincronizacion

La eficiencia de la transferencia embrionaria depende en gran medida de la
correcta sincronizacion entre la donadora y la receptora. En este contexto, el uso
de protocolos hormonales se ha consolidado como una herramienta para
controlar el ciclo estral y aumentar la disponibilidad de yeguas receptoras aptas,
especialmente en programas con alta demanda reproductiva. Sin embargo, el
impacto de estos protocolos sobre la tasa de prefiez en comparacion con yeguas
en ciclo natural contindia siendo objeto de estudio y debate (McKinnon & Voss,
2011; Mufoz-Garcia et Al., 2024).



El conocimiento de los intervalos interovulatorios permite establecer condiciones
favorables para mejorar la fertilidad en las yeguas, optimizando el momento de
la transferencia embrionaria y el uso adecuado de hormonas exdgenas cuando

es necesario (Cortés et. Al., 2018).

Entre las hormonas utilizadas, los estrogenos, como el estradiol-17 o el
benzoato de estradiol, se administran con el propésito de estimular la
proliferacion del endometrio y favorecer la expresion de receptores uterinos de
progesterona, incrementando asi la receptividad endometrial de las yeguas
receptoras (Aurich, 2011). Posteriormente, la administracion de progesterona
permite simular la fase latea del ciclo estral, manteniendo un ambiente uterino

adecuado para la implantacion embrionaria. (Ginther, 2012; McCue, 2014).

En la préactica clinica, se emplean formulaciones como el acetato de altrenogest
o la progesterona natural para mantener niveles hormonales estables en sangre,
facilitando una sincronizacion mas precisa entre la donadora y la receptora
(Samper et al., 2019).

2.3.4 Manejo post-transferencia

El manejo de las yeguas receptoras posterior a la transferencia embrionaria es
fundamental para el establecimiento y mantenimiento de la gestacion temprana.
Se recomienda realizar ecograficas seriadas entre los dias 8, 11, y 23 dias
postovulacion, con el fin de confirmar la presencia de un cuerpo luteo funcional y

el desarrollo embrionario (Handler et al., 2006).

En situaciones donde se detecta una deficiencia lUtea, puede ser necesario el
uso de progesterona o altrenogest como soporte hormonal, con el objetivo de
prevenir la lutedlisis temprana y favorecer la implantacion del embrio6n (Foss &
Crane, 2004).

2.4 Inyeccion intracitoplasmatica (ICSI)

La inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSO) se ha consolidado
como una de las técnicas mas eficientes para la produccién in vitro de embriones

en la especie equina. Su principal ventaja radica en que permite la fecundacién



mediante la introduccién directa de un solo espermatozoide dentro del citoplasma
del ovocito maduro, evitando las barreras naturales de la zona pellcida y la
membrana oolemal, lo que resulta especialmente Util en casos de infertilidad o

baja calidad seminal (Rader et al., 2016).

En comparacion con la fertilizacion convencional, la ICSI ha demostrado mayores
tasas de fecundacion y desarrollo embrionario en equinos, lo que ha favorecido
su aplicacién en programas reproductivos avanzados y en la preservacion de

material genético de alto valor (Hinrichs, 2020).

2.4.1 Aspiracién folicular (OPU)

La aspiracion folicular ovarica como Ovum Pick-Up (OPU), es el procedimiento
mediante el cual se recuperan ovocitos directamente de los foliculos ovéricos de
yeguas donadoras para su posterior utilizacion en la técnica ICSI. Este
procedimiento se realiza de manera transvaginal y ecoguiada, permitiendo la
aspiracion de foliculos ovaricos de diferentes tamafos, tanto en yeguas de ciclo

natural como en aquellas sometidas a estimulacion hormonal (Rader et al., 2016).

La OPU se lleva a cabo bajo condiciones de sedacién y estricta asepsia,
utilizando una aguja de aspiracion conectada a un sistema de vacio y una sonda
ecografica especializada. EI nimero de ovocitos recuperados puede variar
dependiendo del estado folicular, la edad y la respuesta individual de cada yegua,
reportandose generalmente entre 5 y 15 ovocitos por sesion (Hinrichs, 2018).
Esta técnica representa una alternativa segura para la obtencién de gametos sin

afectar el desempefio deportivo de las donadoras (Foss, 2021).

2.4.2 Obtenciéon y maduracién de ovocitos

Una vez recuperados, los ovocitos son sometidos a un proceso de maduracion
in vitro, el cual consiste en su cultivo bajo condiciones controladas de
temperatura, atmosfera y medios especificos. La maduracién se considera
adecuada cuando el ovocito alcanza la metafase I, lo cual se confirma mediante
la observacion del primer cuerpo polar, indicando que se encuentra en el estadio

Optimo para la microinyeccion espermatica (Rader et al., 2016),



Diversos estudios han reportado que entre el 60 % y el 90 % de los ovocitos
equinos pueden completar satisfactoriamente la maduracion in vitro,
dependiendo de factores como la calidad del foliculo, el tiempo de cultivo y las
condiciones del medio utilizado. Este proceso es determinante para asegurar la
competencia del ovocito durante la fecundacion y desarrollo embrionario

temprano (Hinrichs, 2018)
2.4.3 Microinyeccién espermética

La microinyeccion espermatica constituye la etapa central de la técnica ICSI. Este
procedimiento se realiza utilizando un microscopio invertido equipado con
micromanipuladores. Los cuales permiten la sujecion del ovocito y la introduccién
precisa de un Unico espermatozoide en su citoplasma mediante una micropipeta.
La correcta ejecucion de esta técnica es fundamental para evitar dafios en la

estructura del ovocito y garantizar la viabilidad embrionaria (Rader et al., 2016).

En muchos laboratorios se emplean sistemas piezoeléctricos que facilitan la
penetracion controlada de la membrana ovocitaria. Posterior a la microinyeccion,
los ovocitos son incubados para permitir la activacibn ovocitaria, la des
condensacion del espermatozoide y la formacién de los pronucleos. Se han
reportado tasas de clivaje cercanas al 70 % con un desarrollo hasta blastocisto
que oscila entre el 25 % y el 40 %, dependiendo de la calidad gamética y las

condiciones del cultivo (Foss, 2021).

2.4.4 Cultivo y evaluacion embrionaria

Después de la fecundacion, los embriones producidos mediante ICSI son
cultivados en medios especializados, bajo condiciones controladas de
temperatura y atmosfera, cominmente con concentraciones reducidas de
oxigeno, con el objetivo de simular el ambiente fisiolégico del oviducto equino
(Hinrichs & Choi, 2019).

El desarrollo embrionario es evaluado entre los dias 2 y 8 posteriores a la

microinyeccion, considerando criterios como la morfologia, la tasa de division
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celular y la formacion de la masa celular interna. Los embriones que alcanzan el
estadio de blastocisto entre los dias 6 y 8 son considerados aptos para la
transferencia a yeguas receptoras sincronizadas o para su conservacion

mediante vitrificacion (Rader et al., 2016).

Es importante sefialar que los embriones producidos por ICSI pueden presentar
algunas diferencias estructurales en comparacion con aquellos desarrollados in
vivo, como la ausencia inicial de la capsula embrionaria, lo cual podria influir en

los procesos de implantacion temprana (Foss, 2021).

La calidad de los embriones equinos obtenidos mediante inyeccion
intracitoplasméatica de espermatozoides (ICSI) fue evaluada con base en la
clasificacion morfolégica descrita por McCue, la cual ha sido posteriormente
adoptada y estandarizada por la International Embryo Technology Society (IETS).
Dicho sistema clasifica los embriones en cuatro categorias (grado 1 a grado 4)
de acuerdo con criterios morfolégicos que incluyen la integridad estructural, la
uniformidad de las blastémeras, el grado de fragmentacion celular y la presencia
de cambios degenerativos (McCue et al., 1999). Los embriones clasificados como
grado 1 y 2 se consideran de calidad adecuada para su transferencia, mientras
gue aquellos catalogados como grado 3 presentan una viabilidad reducida, y los
grado 4 muestran degeneracion severa, por lo que no son recomendados para

su uso reproductivo (Stringfellow & Seidel, 1998).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacioén del estudio

El estudio se llevé a cabo durante el periodo comprendido entre los meses julio y
septiembre del 2025, en la central “El suefio” del Centro de Reproduccion Equina
"BioHorse SAS", ubicada en Tenjo, departamento de Cundinamarca, Colombia.
La zona se localiza a una altitud aproximada de 2,600m s.n.m., con coordenadas
geograficas 4°51'22.6"N y 74°09'47.0" O.

Tenjo posee un clima templado y hiumedo, con precipitaciones distribuidas a lo
largo del afio y una temperatura media anual cercana a los 13.3 °C. De acuerdo
con la clasificacion de Képpen-Geiger, el clima de la region corresponde al tipo
clima oceanico templado (CFB), lo que proporciona condiciones ambientales

favorables para el manejo reproductivo de equinos.

Centro/Cultural,Nhora @
Matallana'Forero

o

Finca El Cerezo
Sunshine Bouquet

Central Biohorse
- El Sueno

Figura 1 Ubicacion satelital de la central (Fuente: Google maps).
3.2 Disefio experimental
Para el desarrollo se utilizaron 136 yeguas receptoras de distintas razas, entre

ellas gypsy, percherén y, en su mayoria, criollo colombiano. Los animales
presentaban edades comprendidas entre 4 y 9 afios, una alzada promedio a la
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cruz de 140 cm, buen estado general de salud y una condicién corporal promedio

de 5, evaluada con base en la escala de Henneke et al. 1(983) que va del 1 al 9.

Las yeguas fueron alimentadas con una dieta consistente en 1 kg/dia de
concentrado comercial formulado por BioHorse SAS, complementada con pasto
rye grass a libre acceso y agua a libitum.

Los animales fueron asignados aleatoriamente en dos grupos experimentales. El
grupo “A" estuvo conformado por 60 yeguas receptoras manejadas ciclo estral
natural, mientras que el grupo "B” incluyé 60 yeguas receptoras sincronizadas

mediante protocolo hormonal exégeno.

Figura 2 Grupos experimentales (Fuente: elaboracién propia).

3.3 Protocolo hormonal

El protocolo hormonal tuvo como obijetivo lograr la sincronizacion de la ovulacion
y la fase lutea de las yeguas receptoras, con la finalidad de preparar el ambiente
uterino para la transferencia embrionaria mediante ICSI. El esquema utilizado fue

el protocolo establecido por la empresa BioHorse SAS.

Inicialmente, se administré6 benzoato de estradiol en una dosis de 2MI por via

intramuscular. Transcurridas las 48 horas, se repitid6 la administracion de
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estrogenos, ajustando la dosis segun el grado de edema uterino observado por
ultrasonografia; en yeguas con edema uterino grado 3 se aplicé 1mL, mientras

gue en aquellas con edema menor a grado 2 se utilizaron 2Ml.

A las 48 horas después, se administré una dosis de 1,500 Ul de progesterona,
considerandose este momento como el dia 0 del protocolo, correspondiente a la
ovulacion. La yeguas con tres dias posteriores a la ovulaciéon fueron clasificadas
como TE+5, mientras que aquellas con cuatro dias de ovulacion fueron
clasificadas como TE+4, considerandose ambas condiciones adecuadas para la
transferencia embrionaria ICSI, por presentar un cuerpo lateo funcional y un
ambiente uterino 6ptimo. En la figura 1 se ilustra de manera esquematica el

manejo del protocolo hormonal.
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Figura 3 llustracién gréafica de sincronizacién en yeguas receptoras (Fuente: Dr.
Daniel Guzman, BioHorse SAS, 2025).

3.4 Seguimiento del ciclo natural

En las yeguas receptoras manejadas en ciclo natural se realiz6 un seguimiento
reproductivo con el objetivo de identificar con precision la fase del ciclo estral en
la que se encontraban. Este procedimiento permitié determinar el momento de la
ovulacion y establecer el dia oOptimo para la transferencia embrionaria,

respetando el ritmo endocrino propio de cada animal.

El monitoreo se efectu6 mediante evaluaciones ecograficas transrectales
seriadas, utilizando una sonda adecuada, ademas de la valoracion clinica del
comportamiento estral y las caracteristicas uterinas, lo que permitié llevar un

registro detallado del desarrollo folicular y del estado reproductivo de las yeguas.
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Figura 4 Seguimiento ecografico transrectal (Fuente: elaboracién propia).

3.5 Aspiracion folicular OPU e ICSI

La aspiracion folicular (OPU) se utiliz6 como técnica para la recuperacion de
ovocitos desde los foliculos ovéricos de yeguas donantes con el fin de producir
embriones mediante la técnica ICSIl. El procedimiento se realiz6 en las
instalaciones de BioHorse SAS, en colaboracién con el laboratorio EUREKA ICSI

LAB; utilizando yeguas previamente evaluadas por ultrasonografia.

Previo a la aspiracion, se realizo la limpieza exhaustiva de la region perineal con
agua, jabon y solucion estéril, seguida de un secado adecuado. La sedacién se
efectué conforme al protocolo establecido por la empresa, empleando xilacina
(3—-4 mL), acepromacina (1 mL) y butorfanol (0.7 mL), con la adicion opcional de
detomidina (0.3 mL) segun el temperamento del animal. Como parte del manejo
médico, se administraron hioscina (2 mL), flunixin de meglumina (10 mL) y

ceftiofur (15 mL) como antibiotico profilactico.

El procedimiento se realizé utilizando un ecografo con sonda transvaginal
convexa adaptada a una guia de aspiracion, agujas de calibre 17-18 G, un
sistema de vacio regulado entre —-80 y —120 mmHg, frascos colectores estériles,
tubos de conexion de silicona, medio de aspiracion TCM-199 suplementado con
heparina, asi como material estéril para la manipulacion, de acuerdo con lo

descrito por Carnevale (2019) vy Alvarenga et al. (2020).
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Figura 5 Materiales utilizados para la técnica OPU (Fuente: elaboracion propia).
Posterior a la aspiracién, los ovocitos recolectados son trasladados al laboratorio,
donde se procede a la busqueda de CCCOs utilizando un estereomicroscopio,
placas petri, tubos falcon, bafio maria, platina térmica, micro puntillas estéril y

micropipetas, tal como se muestra en la figura 4.

Figura 6 Materiales para la busquedad de ovocitos (Fuente: elaboracion
propia).

Los ovocitos de mejor calidad fueron lavados tres veces en medio TCM-199 y
almacenados temporalmente en incubadora durantes 24 a 26 horas para su
maduracién a una temperatura de 38,5 °C y 5 % de CO,, para posteriormente
realizar la inyeccion dentro del laboratorio bajo los protocolos de EUREKA ICSI
LAB, donde permanece 5 dias hasta el clivaje, para su posterior vitrificacion al

dia 7 u 8, ya preparado para la transferencia embrionaria.
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Figura 7 Ovocitos colectados por la técnica OPU (Fuente: elaboracion propia).

3.6 Transferencia embrionaria

Previo a la transferencia embrionaria, se verificO que las yeguas receptoras
contaran con un ambiente uterino adecuado para la recepcion del embrién. Cada
animal fue colocado en un brete y se realizé la limpieza y desinfeccion de la
region perineal mediante lavado con agua, jabon y solucion yodada, seguida de
un secado cuidadoso. La cola fue vendada para evitar contaminacién durante el

procedimiento.

La transferencia embrionaria se realizd siguiendo el método descrito por
Fernandez (2019), utilizando una pistola de inseminacién de acero inoxidable
reutilizable, cubierta con una camisa sanitaria plastica estéril. El operador empled

guante estéril y gel lubricante estéril para la manipulacion del equipo.

El instrumento de transferencia fue introducido a través de la vulva y guiado
cuidadosamente hasta el orificio cervical externo, avanzando posteriormente
hacia el cuerpo uterino. EI embrién fue depositado en el cuerpo del utero o en
uno de los cuernos uterinos, segun el caso, utilizando palpacion transrectal para
guiar con precision la colocacion del embrién y minimizar el riesgo de dafio

uterino.
3.7 Criterios de éxito

El éxito de la transferencia embrionaria puede evaluarse a partir del
establecimiento de la gestacion o la obtencion de crias viables (Balerdi, 2012).
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En el presente estudio, el criterio de éxito se determiné mediante la confirmacion

temprana de la gestacion por ultrasonografia.

Se realiz6 una primera evaluacion ecografica (ECO 1+) a los 8 dias posteriores
a la transferencia embrionaria, con el objetivo de identificar la presencia de la
vesicula embrionaria. Posteriormente, se efectu6é una segunda evaluacion (ECO

2+) a los 15 dias post transferencia, en la cual se confirm6 la implantacién

embrionaria y la viabilidad de la gestacion.

DANIEL_GUZMAN
Nomb:

e’

Pre >
- Informe >
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Figura 8 Vesicula embrionaria 8 dias post transferencia embrionaria (Fuente:
elaboracion propia).

Figura 9 Embrion implantado 16 dias post transferencia embrionaria (Fuente:
elaboracion propia).
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3.8 Anadlisis estadistico

Para evaluar la existencia de diferencias en la tasa de prefiez entre los grupos
experimentales, se utilizo la prueba de Chi-cuadrado de independencia (x?). El
nivel de significancia estadistica establecido fue de p < 0.05, considerandose
diferencias estadisticamente significativas cuando el valor de probabilidad fue

inferior a dicho umbral
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IV RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente estudio se muestran en el Cuadro 1,
correspondiente a la confirmacion de prefiez en yeguas receptoras evaluadas
mediante ultrasonografia posterior a la transferencia embrionaria ICSI. El analisis
de los datos indicé que no existieron diferencias estadisticamente significativas
en la tasa de prefiez entre las yeguas receptoras manejadas en ciclo natural y
aquellas sometidas a un protocolo hormonal exdgeno.

Grupo Prefiadas, n (%) Vacias, n (%) Total
A Ciclo natural 43 (71.7%) 17 (28.3%) 60
B Protocolo 40 (66.7%) 20 (33.3%) 60
hormonal
Total 83 (69.2%) 37 (30.8%) 120

Cuadro 1 Numeros totales y porcentajes de yeguas que a los 8 dias de
transferidas se realizo Ecol, para confirmacién de prefiez o vacias.

En el grupo A, conformado por yeguas en ciclo natural, se registraron 43 yeguas
prefadas (71.7 %) y 17 vacias (28.3 %). Por su parte, en el grupo B,
correspondiente a yeguas sincronizadas mediante protocolo hormonal, se
observaron 40 prefieces (66.7 %) y 20 yeguas vacias (33.3 %). En ambos grupos,
los valores obtenidos se mantuvieron dentro de rangos similares, sin evidencia
de una variacion significativa atribuible al tipo de manejo reproductivo

Los porcentajes de prefiez obtenidos para cada grupo se ilustran en las Figuras
8y 9, donde se aprecia visualmente la distribucion de yeguas prefiadas y vacias
en ambos tratamientos.

en grupo A de ciclo natural

Figura 10 Porcentaje de tasa de prefiez
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Figura 11 Porcentajes de tasa de prefiez en
grupo B de protocolo hormonal
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V DISCUSION

En el presente estudio se compard la tasa de prefiez obtenida en yeguas
receptoras manejadas en ciclo estral natural y en yeguas sincronizadas mediante
un protocolo hormonal exdégeno dentro de un programa de transferencia
embrionaria por ICSI. Los resultados mostraron que, aunque las yeguas en ciclo
natural presentaron una tasa de prefiez ligeramente superior (71.7 %) en
comparacion con las receptoras tratadas hormonalmente (66.7 %), dicha

diferencia no fue estadisticamente significativa.

Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Aurich (2011), quien sefala que
si bien los protocolos hormonales facilitan la programacion y logistica de los
programas de transferencia embrionaria, no necesariamente se traducen en un
aumento consistente de las tasas de gestacion cuando se comparan con yeguas
en ciclo natural. De manera similar, McCue et al. (2015) describen tasas de
prefiez que oscilan entre el 60 % y el 75 %, sin diferencias marcadas atribuibles

al tipo de sincronizacion utilizada.

No obstante, diversos autores han sefialado que el uso de protocolos hormonales
puede representar una ventaja en situaciones especificas, particularmente
cuando la disponibilidad de yeguas receptoras es limitada o cuando se requiere
una sincronizacion precisa entre donadoras y receptoras (Carnevale, 2016). En
estos casos, aunque la tasa de prefiez no se incremente de forma significativa,
la aplicacion de protocolos hormonales permite reducir pérdidas embrionarias

asociadas a la asincronia uterina.

Es importante considerar que el éxito de la transferencia embrionaria no depende
Unicamente del tipo de ciclo reproductivo de la yegua receptora, sino de una
combinacion de factores que incluyen la calidad del embrién, la técnica de
transferencia, el estado fisioldgico y sanitario de la receptora, asi como el manejo
reproductivo previo y posterior al procedimiento (Samper et al., 2009). Por lo
tanto, la ausencia de diferencias significativas entre los grupos evaluados en este
estudio podria atribuirse al adecuado manejo y seleccion de las yeguas en ambos

tratamientos.
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En este contexto, los resultados obtenidos sugieren que tanto las yeguas
receptoras en ciclo natural como aquellas sincronizadas mediante protocolos
hormonales pueden ser utilizadas de manera efectiva en programas de
transferencia embrionaria por ICSI, siempre que se cumplan las condiciones

fisiologicas adecuadas para la implantacién embrionaria.
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VI CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos y en relacion con la hipotesis planteada,
se concluye que no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
la tasa de éxito de la transferencia embrionaria mediante ICSI entre yeguas
receptoras manejadas en ciclo natural y aquellas sometidas a protocolos

hormonales de sincronizacion.

Ambos esquemas reproductivos demostraron ser alternativas viables bajo las
condiciones del presente estudio, por lo que la eleccion del manejo reproductivo
puede depender de factores logisticos, disponibilidad de receptoras y
necesidades especificas del programa de reproduccion asistida.

Se sugiere que futuras investigaciones consideren la evaluacion de variables
adicionales, como la edad, la raza, la condicién corporal y el estado reproductivo
previo de las yeguas receptoras, con el fin de identificar posibles factores que
influyan de manera directa en el éxito de la transferencia embrionaria mediante
ICSI.
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