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JUSTIFICACION

La ET merece una gran consideracion y adquiere cada vez mas importancia en el
ambito de la ayuda internacional a paises en vias de desarrollo. Al principio se
comenzd con cursos de ET, clases tedricas y demostraciones practicas en distintas
unjversidades para promover esta técnica y entre tanio, fambién se realizan ya
trarsferencias de embriones congelados. La implantacién de embriones
crioconservados de ailto valor genélico contribuye a la renovacion sanguinea de
poblaciones aisladas en paises en desarrollo, premueve 1a inseminacion artificial
y comienza a sustituir al comercio de animales vivos (importacién/exporiacion). Las
ventajas consisten en que, por un lado, los costes de tfransporte y adquisicién de
embriones son mucho menores que los que conllevan los animales vivos y, por otro
y mucho mas importante, que los terneros de ET se adaptan muchisimo mejor a
un ambiente especifico nuevo (resistencia adquirida a través de anticuerpos

calostrales).

Este CD Interactivo, se cred con el fin de proporcionar un material mas didactico en
las clases de Transferencia de Embriones en bovinos, debido a su contenido de

fotos, video y explicaciones que hacen mas facit para el alumno comprender todos

los términos.
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OBJETIVOS

General
Crear un material didactico con el fin de entender faciimente todos los conceptos

referentas ala transferencia de erabriones en povinos,

Especificos

Generar conciencia entre ios estudiantes de la importancia de la transferencia de

embriones en el mejoramiento genético de un hato

Facilitar el método de aprendizaje por medio de los videos y las fotos que contiene el

materia! didaclico.




MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en el centro de Cémputo de Centro Universitario de Ciencias

Biologicas y Agropecuarias con colaboracién de la Unidad de Multimedia

Institucionat.

Recopilacion de Datos

Luege de una amplia ravision biblioyrafica se obluvo la informacidn mas cctualizada

y real para que €l estuciante pueda obtener material didactico del trabajo. ademas se

editd un video documental realizado por Elgin Breeding Service.

Por otro lado se recopilaron fotos y tablas que junto a las explicaciones hacen que el

tema sea de facil comprension

Este CD fue realizado en Macro media. bajo la supervision del Bidl Miguel Angel Arce

Chavez de la Coordinacion de Tecnologias para el Aprendizaje




GUION

1 Organizacion y desarrollo de la transferencia de embriones (ET)

La ET se introdujo en Alemania en 1974 de manera experimental. Ha sufrido
hasta ahora criticas muy variadas y serd juzgada de manera contradictoria
tambien en el futuro. Ninguna de las técnicas biolégicas instauradas hasta ahora en
la clinica entra una carga emocional tan grande como ta ET, condicionada a su vez
por la esperanza de exito en muchcs pasos, desde |a sincronizacion previa, pasando
por la superovulacidn, inserinacién, hasta la recogioa de los embriones y su
transterencia, esperanzas de éxito que an algunos casos superan en mucho todas
las previsiones y gque frecuentemente no nos satisiacen en lo mas minimo. Por
termino medio, se puede considerar normal la obtencion de alrededor de 10
embriones de diferente calidad, con una media de 6 embriones transferibles por

lavado e inseminacion artificial {1.A.).

En un principio parecia que Ia transferencia de embriones nunca superaria la fase
experimental al tener en su contra el gran despliegue de trabajo técnico necesario
(ET quirargico). Pese a ello. muchos criadores se decidieron a probar la ET, al
menos, una' primera vez pero, con la instavracion de la cuota lechera en el ano
1984, parecia avecinarse el adids definitivo. Pese a todo y sin embargo, la recesion
econdmica de los ultmos anos en el sector agricola y ganadero no ha puesto en
duda la transferencia de embriones y por lo tanto, es de esperar que mejoras en su

metodologia como, por ejemplo, la transferencia directa (DT), conileven una

reduccion de 10s cosles y una mayor difusion.




La organizacion de los programas de ET comienza con la simplificacion de la
conservacion de los embriones para su almacenaje. Alli donde se han heche ya
todos los preparativos y ya se ha desarrollado un equipo de ET, de lo que se trata,
es de conseguir un buen rendimiento en el trabajo. El veterinario de la explotacién
junto con el ganadero leva a cabo ios preparativos y el equipo de ET realizara la
recogida y conservacion de embriones para su transferencia directa. Una parte de
los erﬁbriones se implantan en fresco y los embriones conservados se transfieren en
otro momento, ya sea por el veterinane ¢ por un técnico de ET, desoués de un celo
naturai (siete dias tras fa detecci6n de celo o bien cinco dias después del sangrado

St no se na visto el ceio).

Asi se difunde cada vez con mayor amplitud la transferencia de embricnes
desapareciendo 2! requisito de gue su realizacién sea moncpolizada exciusivamente
por estaciones de ET o poir equipos altamente especializadds. Esto trae ingresos
extras al veterinaric y a los técnicos inseminadores con autorizacibn para ET,
origina competencia y con ello, una evolucion de los precios segun las premisas

de una economia de libre mercado.

Durante la preparacion de los programas de ET aparecen a menudo condiciones
desfavorables tanto para la donante como para las receptoras que si no se preveen
y reconocen a tiempo perjudicaran mucho el resultado. Errores evitables (cambios

innecesarios de patios o establos, cambios en la racion, fallos en la aplicacion de

inyecciones, confusion de medicamentos) y patologias clinicas repentinas (mastitis,
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cojeras, celos prematuros) conducen facilmente al fracaso, razén por la que se los
debe tener debidamente en cuenta.

2. Medidas de higiene durante la realizacién de la ET

Entre i0s requisitos para la concesion de la Autorizacién Nacional de la Ganaderia
y para el reconocimiento europeo de Jas instalaciones de recogida de embriones, ya
sean ambulantes o estacionarias, se van concretado unas exigencias minimas
referentes a las instalaciones {laboratorio y otros seclores), at aparataje
(instrumentos, aparatos de laboraterio efc.), 2! persena' cualificado (veterinario y
tecnicus autorizados) y a la higiene (limpieza vy desinfeccion de ios aparatos y ropas

adecuadas).

Esla claro que se debe evitar especialmente la propagacion de enfermedades
infectocontagiosas. Sin embargo, en la puesta en practica de los programas de ET
ocurre frecuentemente que, por un lado, una higiene excesiva minimiza la
eficiencia del programa y, por otro, que en situaciones problematicas se ilega a
descuidar la higiene considerablemente. Y situaciones problematicas aparecen muy
faciimente, sobre todo en’la ET ambulante. cuando ante incidentes, se debe
improvisar y sustituir el protocolo acostumbrade de trabajo. Ocasionalmente el
olvido de aparatos o no llevar una cantidad suficiente de ellos nos pone en una
situacion embarazosa a pie de explotacion lo que nos ebliga a improvisar durante |a
ET. suficiente instrumental, convenientemente organizado y empagquetado por

bloques (ver lista de material) nos evitara sorpresas desagradables y fracasos

innecesarios.



Para la organizacion y desarrollo de programas de transferencia de embriones,
segun los requisitos higiénicos exigidos, es necesario dividir el proceso en un area
limpia y otra area sucia, también se habla de sector blanco y sector negro. La parte
sucia engloba todo el manejo de animales, la recogida de los embriones y su
transferencia mieniras que todas las operaciornes que se realizan con los
embriones se efectdan en otra zona separada. Por lo tanto, todo el instrumental del
sector sucio se debe limpiar someramente tras su use y mantener siempre separadc

del arza limpia hasta la finalizacion del protocoln e ET.

La impieza y desinfeccidn ve [os aparatos reutilizables (sondas de lavado, catéter
de transferencia, articulos de plastico y de cristal) comienza con un lavade marua!
exhaustivo 0 con un tratamiento de ultrasonidos. La limpieza del instrumental con
ultrasonidos es mas completa y cuidadosa que el lavado manual del mismo. Tras
su lavado los instrumentos y aparatos se deben enjuagar cor abundante agua
destilada y desionizada, para evitar que restos resecos de detergente o de sales
disueitas en el agua se resolubilicen en su proxima utilizacidn y puedan dariar los

embriones.

Después, lo mas sencillo es que las sondas de lavado y articulos de plastico
(placas de Petri, jeringuillas y filtros de embriones) se esterilicen con gases tras su
lavado (por ej., oxido de etileno). siempre que no se trate de elementos de un sclo
uso. Para ello los instrumentos a esterilizar se deben gasear, siguiendo fas

indicaciones del fabricante, correctamente envueltos en envoltorios especiales,

permeables a los gases y despues introducirlos en una secadora con corriente de




aire a 50-60°C o bien, simplemente, dejarios a temperatura ambiente. Los articulos
de metal y de vidrio tras su lavado y aclarado se esterilizan en el esterilizador
durante una hora a 150-200°C. Las probetas se esterilizan en posicién horizontal
para evitar que queden restos de agua en su interior pues con las nscilaciones de
temperatura (energia de evaporacién) pueden originarse tensiones y rupturas en el

vidno.

El instrumental axial esterilizado se envuelve por separado. El material de vidriuv se
envuelve en papel de aluminio tras su esterilizacidén mientras que el de metal
{catéteres de transferencia, agujas de implantacién) se empaqueta
preferentemente y por separado en camisas sanitarias de plastico y se preserva

estéri! hasta su reutilizacidn.

La realizacion de programas de ET bajo condiciones muy limitantes, como
imperan frecuentemente en los paises en Was de desarrollo, donde se carece,
tanto de una autoclave, como de un esterilizador por gases, hace necesario
esterilizar los instrumentos ¢on agua hirviendo y soluciones desinfectantes suaves.

Al agua destilada se le afade una concentracion de 0.5 a 2%. segun las
indicaciones del fabricante, del liquido de desinfeccién (por ej.. Hexaquart™), se
hierve el instrumental durante una hora, se enjuaga con agua destilada, se deja

+ secar y se envuelve. La coccion del material es una técnica anticuada pero es valida

[. como solucion en caso de emergencia.
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Los instrumentos que tras su uso, con el tiempo, sufren un cambio de coleor o de
consistencia {sondas de lavado que se vuelven rigidas y quebradizas o blandas y
pegajosas) o se han tratado erréneamente durante su lavado y esterilizacion o se

han desgasiado. No deben volver a utilizarse por razones de seguridad.

El mantenimiento y la limpieza del instrumental se pueden mejorar con la
administracién de silicona en las superficies de lavado. La aplicacién de silicona
tiene la ventaja de que gracias al efecto hidréfobo de la misma evita 1a fijacion de
particulas a la superficie del material y la capacidad de deslizamiento se ve
incrementada. El material de vidrio se rocia con una emulsidon de silicona al 0,5-1%
y luego se caiienia. Para ello se limpian los insirumentos de cristal, se aclaran con
agua destilada, se sumergen en la emulsidn de silicona vy, tras escurriras, se
calientan durante dos horas en el esterilizador a 260°C (también son suficientes

tratamientos de 15 a 20 minutos a 300°C ¢ 10 minutos a 330°C).

3. Animales Donantes
Como donantes son validas todas aquellas vacas adultas que no presenten ningdn
problema de tipo ginecolégico. En ultima instancia se pueden incluir en tla ET

animales que poseen, como minimo, las condiciones anatomicofisiologicas

requeridas, esto es, deben presentar ciclos regulares y posibilitar la palpacion rectal.




3.1 Seleccion

La seleccion de las donantes depende de los objetivos del programa y de los
requerimientos que deban cumplir desde el punto de vista biotecnolégico y
zootécnico. Especiaimente aptos para ello son animales que hayan parido de dos a
ies veces, que hicieran celos regulares tras un pueiperio Normal y gue presenten un

buen estado general.

Las novillas no sueien ser, en determinados casos, donantes éptimos, puesto gue
paso del catéter de lavado a través del cervix entra una mayor dificultad en
comparacion con las vacas. En el pasado la calidac embrionaria en novillas
superovuladas también era inferior a la de vacas adultas. Sin embargo este
inconveniente se ve compensado por los dltimos productos de FSH (Ovagen® y
Folitropin®). Esto ha adquirido, entretanto, una gran importancia porque novillas con
una buena genealogia y un valor productivo estimado alto aceleran la meiora
genética mucho mas como donantes (intervalo generacional mas corto) que vacas
mayores con datos productivos evaluados completos y valores productivos

absolutos.

Antes de inducir ta superovulacibr sc debe comprobar la identidad de la donante.

: En caso de que no exista una tarjeta de identificacién de su grupo sanguineo se

. le extraerd una muestra de sangre y se determinara el mismo. Para que una




novilla se pueda inscribir oficialmente como animal descendiente, frute de la ET,
se requiere fa comprobacién total de su parentesco mediante los grupos

sanguineos. En el caso de ufilizar esperma de diferentes toros para el celo

superovulatorio se aebe comprobar si el semen a usar hara posible después gue se

determine la procedencia de los descendientes en base a los factores sanguineos.

3.1.4 Seleccion desde el punto de vista zcotécnico

Para la seleccibn de las donantes desde =! punto de vista zuotécnico es
determinante el objetivo de mejora propuesto. Dicho objetivo esta definido para
cada raza pero a menudo se especifica de modo diferente en las distintas regiones.
Los programas de ET son demasiad9 costosos y trabajoses para 1a reproduccion de
animales mediocres o para la reproduccion normal de la propia explotaciGn.

Objetivos de mejora en la instauracibn de la ET son los siguientes:

- la reproduccién de animales de alta produccién y elevado valor reproductivo (Fig.
4.1 pdg. 131).

- la predominancia de un caracter de mejora determinado mediante su rapida
propagacibn, \

- la conservacién de embriones para la exportacién e importacin,

- el descubrimiento de caracteres hereditarios en lineas sanguineas ylo
maternas,

e - eliminaciGn de caracteres de una poblacitn,

ampliaci6n de la base genética en poblaciones pequefas,

mantenimiento de razas en extincin mediante la confeccin de reservas




geneticas,
- tratamiento para ammales de alto valor genético con problemas de esterilidad
adquirida,

- salvar las medidas hgiénicas y epidemioldgicas.

En ia seleccion de las donantes desde el punto de vista de la mejora genética
existen, a menudo, diferentes criterios de caracter reqgionai dentro de una misma
raza que dependen, a su vez, de ias particularicades econBmicas de dicha
reqgion. Este es el caso especialmente de las rozas de aptitud mixta, Mientras
que. por ejfemplo, en ia raza Fleckvieh, en la antiqua RFA, se exigan, adenias de
unos requisitos en cuanto a tipe, morfologia, muscnlatura y ubre, unos
requenmientos muy altos referentes a la procuccidn y a compusicion de la leche, en
otros paises no europeos la produccion tactea es de mencr relevancia para la mejora
de esta raza. En dichos paises, estos animales se crian y se mantienen
principalmente para la produccidén de carne. De todo esto se deduce que, a
menudo, la seleccién de vacas donantes se supedita al juicio subjetivo de personas
que, aparte de los objetivos de mejora establecidos, pretenden los que ellos
mismos consideran. La especulacion juega un papel muy imporntante si se efectia
la inseminacion artificial con un matenal genético especialmente valioso
proveniente de otra poblacion con el que el avarice de la mejora se debiera acelerar
notablemente, como es el caso del semen de toros Holstein-Frisian provenientes de
Norteaméricz con el que se insemina en Europa y en otros continentes. Dentro de
ia mejora de Holstein es de especial interés en todo el mundo la produccion Lactea

axial como el contenido en leche de grasa y fundamentalmente de proteinas.
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31.2 Seleccidon desde el punto de vista biotecnolégico

La seleccion desde el punto de vista biotecnolégico implica una revision veterinaria
general y ginecoldgica para comprobar si el animal es idéneo ¢ no como donante.
Unicamente se pueden aceptar animales sanos. Vacas de rebafios fértiles y con un
buen manejo (alimentacién y mantenimiento). de parte sin dificultades y puerperio
normal, con un pericdc entre partos # indice de inseminaciones por prefez bajo,
que ruuestran un celo, como inas tarde, 4 semanas posparto y que, tras dicho celo,

presentan ciclos regulares son las mas adecuadas.

Animales cuyo estado general se encuentra afectado de aiguna manera (caguexia,
diarrea, cojeras) y aquellos que tras un puerperio problematico presentan un estado
ginecolégico anormal (retraso de la involucidn ulerina, endometritis, vaginitis,
ninfomania, distrofia ovarica, urovagina, prolapso uterino y/o vaginal, mastitis} no valen
como donantes y se deben rechazar consecuentemente. En las vacas de cria de
manejo en extensivo con temeros mamando se debe tener en cuenta que la
reproduccion de las mismas se ve afectada por el anestro de lactacion y por
influencias eslacionales. Estos animales presenian, por 1o general, un intervalo

parto-primer celo mas prolongado. -

- Donantes que por padecer determinadas carencias se hayan declarado no aptas

para la ET pueden ser superovuladas y lavadas tras un tratamiento veterinario tras el

t que se instauren ciclos estrales de caracter regular. Especialmente eficaz se
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considera tratar a estos animales no solo sintomaticamente sino también de
manera giobal, puesto que, en la mayoria de los casos, esos trastornos adquiridos
de la reproduccién son consecuencias de un estrés ambiental multifactorial que
no puede llegar a ser compensado por el individuo que reacciona mostrando

problemas de esterilidad de caracter funcionat.

3.2 Medidas para la recuperacion de donantes enfermos

Ef metabolismo de ias donantes tiene una influencia directa sobre |a
reproduccion. axial por ejemplo, una descompensacion entre produccidn vy ali-
meniacion, fundamerialmente un <déficit energético y un excedente proteico,
conduce a un metabolismo catabslico con balance energeético negativo y niveles
altos de urea que, segun la gravedad de la descompensacion. se puede
manifestar de mcdo subclinico o, incluso. sintomatico provocando esterilidad.
Antes de utilizar las donantes que presenten alteraciones ginecoldgicas o generales
debe tratérselas convenientemente. Los animales con alteraciones de caracter
general se deben aislar del rebafio. tratar con vitaminas, minerales,
microminerales, protectores hepaticos y compensarles las carencias que pudieran
haber estado sufriendo. La recuperacién de estos animales se ve acelerada si se les
traslada a un ambiente 6ptimo para ellos (patio de parideras, pastos cercanos a la

explotaciBn con seguimiento individual) donde mantengan el contacto con

animales de su especie sin empeorar su bienestar.
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Para el tratamiento sintomético de las principales causas de esterilidad se

" aconsejan los siguienies protocolos de tratamientos:

Endometritis

- Prostaglandina r2, para el drenaje y limpieza del Gtero,

- lavado uterino a los 5 6 6 dias con un preparado yodado (por ej., Prolugol”)
en combinaciBn con - GrRH (por ej.. 0,2 mg Buselerin® im.) o HCG (5.000 u.i. i.v.)
para induccibn y estabilizacibn del ¢icio.

Segun cada caso repeticitn del tratamiento a los 14 dias.

Anestro provocado por un cuerpo luteo persistente.

Prostaglandina Fa, ¢! dia de la expioracibn. - Vitaminas,

minerales y microminerales 1.m.

Anestro provocado por ausencia de actividad ovarica y ninfomania

- El dia de la exploracion de 3.000 a 5.000 u.i. de HCG iv. y - vitaminas,

minerales y microminerales i.m. o

- una dosis efectiva de GnRH (por ej.. 4 x 0,01 mg Buselerin®) durante cuatro dias
consecutivos y

- al menos una administracién unica de vitaminas, minerales y microminerales,

Exploracién ovérica poco clara y diagnostico de caracter dudoso

- Prostaglandina F»; el dia de la exploraciony -

- en el siguiente celo GnRH para inducir la ovulacién.

En el caso de que no hayan manifestado el celo el dia 5° tras la prostaglandina

Fz se administrara HCG o GnRH de manera analoga al tratamiento del anestro

por ausencia de actividad ovarica.




3.3 Manejo y preparacién

En la preparacion de los programas de ET hay que tener en cuenta que se deben
conservar l0s animales donantes en su ambiente normal, desde la induccién de
ia superovulacibn hasta el lavado y recogida de los embriones evitandose
situaciones extraordinarias que desencadenen éstrés como presentacibn a
exposiciones y concursos. Si para a realizacion de la ET es inevitable que se
cfectué un cambio de establo, se llevard a cabo de 2 a 4 semanas antes de
comenzar con la superovulacion para gue tenga un tiempo de adaptacion al lugar
definitivo.

Ya se ha demostrado ¢n el pasado que un cambio de patios de ia dorante con el
consacuente estiés social que sufre e! animal es, a menudo, la causa de fracaso en
la ET, de ia misma manera que también lo son cambios transitorios como la
estabulacién desde los pastos o prados a establos nueves ¢ estabulacidén en
establos extrafios en caso de compra © de reunir varios individuos donantes de
diferentes rebafos. Cualquier cambio (incluso dentro de la misma explotacion o un
cambio de alimentacion) implica la necesidad de un tiempo de adaptacion para el
animal cuya duracion varia individualmente. La introduccion en un nuevo ambiente,
que incluye luchas para la instauracidn del range social y otros faclores
estresantes (establo, lratamientos, chima) desencadena un sindrome de
adaptacién que provoca estérilidad. En situaciones limites de estrés se bloquea en

la vaca la reproduccion puesto que la propia supervivencia es mas relevante en ese

momento que la propagacién de la especie. Animales estresados no responden a los




ratamientos hormonales para inducir la superovulacién independientemente del

producto o la dosis aplicada.

La condicidn basica para la buena reaccidon de un animal a los tratamientos
hormonales es un bienestar del mismo. Situaciones de manejo esporadicas como
sujecion para la inyeccion © la inseminacion artificial son incfensivas, Pero
cualquier practica de manejo prolongada en el tiempo cue estres;e al animal se
debe evitar tambien tras la superovulacion, puesto que interfiere en el desarrollc

normal de ios embricnes.

3.4 Sincronizacion previa

Para la planificacion y organizacion de un programa de ET, donde se incluyen
vanas donantes, es indispensable corfeccionar previamente un plan de
sincronizacién, segun el cual las hembras seran sincronizadas con una variacion
de +3 dias y los celos de las donantes a nuestra disposicion deben de prasentarse
con una diferencia temporal de menos de 7 dias entre ellos. La sincronizacidn previa
de 4 a 5 vacas donantes para un programa de ET es jo ideal porque, por un lado,
tenemos la sequridad de no salir con las manos vacias aunque falle una u otra y,
por el otro, el lavado de 5 animales con las transferencias y/o la crioconservacién de
los embriones obtenidos es factible a lo largo de un dia.

La sincronizacion se puede realizar como pronto 4 semanas posparto, en caso de

vacas, siempre y cuando hayan mostrado previamente un primer celo natural tras el

parto y no presenten ninguna anormalidad de tipo ginecologico. que las haga
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rechazables como donantes. Para concretar la fecha de la sincronizacidn nos
debemos atener lo mas posible al ciclo del animal, siempre que no haya de por
medic dias festivos u otros eventos que nos afecten. axial pues los animales que
hayan presentado celos muy cercanos en el tiempo (dispersion < 7 dias) se dejan
y los celos de los animales restantes se sincronizan, ya sea mediante una
prolongacion del ciclo con progestagenos {espirales o implantes subcutaneos) o
acortando el mismo mediante prostaglandina Fa,. Es aconsejable administrar HCG
o GnRH durante el ceto para inducir la ovulacion y estabilizar el ciclo.

Un sistema efectivo de sincronizacion de las donantes para ET es el de la
<<Esgpiral-PRID>> Consiste en implaniar {a espiral intravaginalmente a todos los
ammales 29 dias Antes de la fecha prevista para la ET, independientemente del dia
del ciclo en que se encuentren. Doce dias después se exlrae la espiral y se
administra prostaglandina Fo,. Tres dias después aproximadamente todos los
animales mosiraran celo v en ese momento se ies aplica GnRH o HCG para indugir

la ovulacién y estabilizar el ciclo.

3.5 Superovulacion

5
La superovulacion consiste en la estimulacion hormonal de la donante para la
formacion y desarrollo de varios foliculos y su ovulacién en ambos ovarios en un
momento previamente fijado. La induccion de la superovulacion se sucede en el
diestro entre el dla 8 y 14 del ciclo mediante la inysccién de hormonas

gonadotropas como la FSH, PMSG/anti-PMSG o HCG. El celo superovulatario se

provoca finalmente con prostaglandina F2a.




La superovulacidon se puede inducir mediante la aplicacidn de una serie
continuada de dosis decrecientes o iguales de FSH. La recogida de embriones
presenta un resultado algo superior en el caso de series decrecientes, pero para
equipos de ET no muy experimentados la aplicacion de dosis diferentes es algo mas
enqgorrosa y 'a probabilidad de cometer un error en la dosificacion es mayor. La

inyeccion de dosis idénticas es mas facit.

Una condicion esencial para obtener éxito en la superovulacion es aplicar las
hormonas en el instante adecuado. En e momento de la induccion de ia
superovulacion, entre el dia 8 y 14 del ciclo, debe poderse diagnesticar claramente
por via rectal un cuerpo luteo. El diagnostico se puede comprobar, en casos
dudosos, mediante la determinacion del nivel de progesterona. Para ello se debe
tomar una primera muestra de leche el dia del Gltimo celo pre-superovulatorio y
una segunda antes de la induccién de la superovulacidn. La amplitud del pico de
progesterona que se sucede normaimente tras el celo se tomara en cuenta a3 la
hora de decidir si se procede o no a la superovuiacion. Durante el estro los
valores de progesterona en leche alcanzan valores siempre <0,3 ng mientras
que en el diestro {(momento donde se induce la superovulacion) se ven, como

minimao, triplicados.

‘El ciclo de la vaca tiene una duracion media de 21 dias {17 hasta 24) y el celo

ide 24 horas. Las novillas estan en celo de 12 a 24 horas menos que las vacas
E

presentando estas Gltimas un estro de 24 a 36 horas. E! comportamiento de celo
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durante e! estro superovulatorio se ve mas acgzntuado en todas sus facetas
respecto al del celo natural, sin embargo, no siempre se muestra en el momento
esperado 0, a veces. no aparece, lo gue desencadena diferentes consecuencias
para fa ET. Un adelanto de hasta 24 horas en la aparicién del celo es de mejor
pranostico que un retraso de la misma duracién en el comienzo del astro. Un
retraso de una a 6 horas es tolerable pero superado este intervalo de tiempo
no hay aperas esperanzas de éxito. Por {o tanto es mejor ni tan siquiera
inseminar a las donantes que presenten el comienzo del celo con un retraso asi

0 que ne lo muestren.

Las tasas Jde ovulacidon varian enormemente de un arimal a otro e, incluso, en
repeticiones de tratamientos en un mismo individuo, a pesar de utilizar las
mismas hormonas e idénticas dosis. Determinados condicionantes del
ambiente no ideniificados, la habitacién del animal a los preparados gona-
dotropos utilizados (produccidon de anticuerpos) y la variante <<hombre>> son
posibles causas de esta variabilidad. Se pueden obtener tasas de ovulacion
desde cero hasta 80 o mas. pudiéndose concretar dichos valores por el numero
de cuerpos luteos presentes en el ovario. (Fig. 4.2, pag. 131). Estos casos
extremos y excepcionales son indeseables en cualquier caso oscilando la tasa

de ovulacion 6ptima entre 10 y 15, puesto que el porcenlaje obtenido de -

embriones vitales es el mejor.
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3.5.1 FSH y prostaglandina F2a
La mayoria de ios preparados de FSH se cbtienen & partir de hipofisis de cerdo,

solamente Ovagen® se extrae de hipdéfisis de ovino.

Debido a la vida media tan corta de la FSH se deben aplicar dosis concecutivas
en intervalos de 12 horas. Protccolos de superovulacion con una intensidad de
tratarniento mencr no suelen tener éxito. La superovulacion con FSH se sucede, en
el caso mas senclllo, con 8 dosis idénticas en 4 dias consecutivos (poi e)., 5 mg 0
1,6 ml FSH-P™ por vaca y 3,75 mg 0 0,75 m! FSHpTM por novilla). También se han
desarrollado protecolos de tratamientos con dosis decrecientes del preparado (Tabla
4.1). El dia 4° tras el comienzo del tratamien's se aplican, independientemente del
tipo de FSH utnizado, dos dosis de prostaglandina Fa, (una por la manana y otra pur

la tarde) para la induccién del celo

Las dosis de los diferentes productos de FSH en mg pueden llevar a
malentendidos y no son directamente comparabies. Se dan referidos siempre a
unos valores estandar del productor, lo que significa que, en realidad, el dato de
los mg no nos dice nada directamente sobre ia actividad del mismo, Por ello se han
reunido en la tabla antericr los datos en ml de las dosis aconsejadas de los
producios de FSH mas usuales. Estos valores son efectivos siempre y cuando se

cumpla fa condicidn de haber diluido la totalidad del extracto liofilizado en todo el

volumen de diluyente.




Tabla 4 1 Tralamientos de supero..iacidn con guerentes Aroduclos

Dvas v Dia 2* Dia ' Dia 7 4" Dia

de ratarmento de realment c= ratamienlo de fratamignto
Productos

MmanAana arcle MANAnNa fande: a:r.}ﬂ.ma e manana tarda
FSH-P%, 20 20 18 15 R es 05
(Schering-Plough 1.5 -] 1.0 1o [ 0.5 &3 0.3
Animal Health)

3.0 30 25 25 Zn 25 2,0 2,0
{Vetrepharm, 25 25 2 20 T 1.5 1.0 )
Canada inc.)

35 35 25 25 1y 15 1.0 1.0
cp, 25 25 20 2.0 ) 1.0 0.5 6.5
Nueva Zelandn

5.0 2.0 5.0 0 K 3.0 2.0 2.0
FSH-LH 45 45 a5 a5 .5 2.5 15 15

Sanch-Ceva

todos los vabores se dan en mi cel producto va disuelto - Los valores en cursiva son

validos para noviilas

Protocolos probados de superovulacién con FSH 1

Hembra donante: Vaca

Presincronizacion (si es necesario):

El 1 de abril (1-04) dos aplicaciones de prostaglandina Fz,* mafiana y tarde.
Ourante el celo, si es posible, una dosis de HCG**.

Vacas con celos entre el 1 y el 7 del 4 son validas para el programa.

1504 -manana Folitropin 3.0 mi
-larde Fatitropin 3.0 ml
16-04 -mafana Folltropin 2.5 ml
-larde Folftropin 2.5 mi
17.04 -mafiana Folitropin 2.5 mi
-larde Folltropin 2.5 m!
18.04 -mafana Foltropin 2.0 ml y prostiglandhng FZa- -
-tarde Fotropin 2,0 ml y prostagianding FZa'
19-04 -mafana exploracion para comprobar [a respuesta
20-04 -mafana inseminacn
-tarde nseminacsdn y HCG*®
2104 -mediodia inseminacion
2704 recogida de embriones y transferencia.

- 2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)

|
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06-04 -primera dosis de prostaglandina F2a ***
17-04  -por la tarde o el 18-04 por la mafnana segunda dosis

de prostaglandina FZa

2 ml de Estrumate® Pronilen® 0 5 mi de Hliren® i. m.

-

por ejernplo, 3-5.000 v.i. de Ekluton®/Gonagestrol®/Primogony!® i. v. 0 5 ml
de Receptal®/Fertagyl® i. m.

las receptoras que entren en celo del 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna

dosis de prostaglandina e el 06-04,

1 Hembra donante: Noviila
Presincronizacion (si es necesario):
El'1 del 4 dos aplicacicres de prosiaglandina Fz," mafana y tarde.
Durante el celo, si es posible, una dosis de HCG**,

Novillas con celos entre el 1 y el 7 del 4 son validas para el programa.

1504 -mafiana Folitropin 2,5 mi
-tarde Falltropin 2.5 mi
16-04 -mafiana Folltropin 2.0 mt
-tarde Folltrepin 2.0 el
17-04 -manana Folltrepin 1.5 m}
-larde Folttropin 1.5 m! N
18-04 -maftana Folltropin 1,0 mt y prostaglandina F23°
-tarde Folttropin 1,0 ml y prostaglandina F;*
19-04 -mafana exploracion para comprabar |a respuesta
20-04 -manana inseminacion
-tarde inseminacidn y HCG**
21-04 -mediodia nseminacion
27-04 recogida ¢e embriones y Iransierencia.

2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)

06-04 -primera dosis de prostaglandina F2a ***

17-04 -por la tarde o el 18-04 por la mafnana segunda dosis




de prostaglandina F2a **

2 mi de Estrumate®/ Pronilen® o0 5 mi de Hliren® i m.

por ejemplo, 3-5.000 u.i. de Ekluton@",’Gonagestrof‘“’fPrimogonyl*") iv.o5mlde

Receptal®/Fertagyl® i. m.

"™as receptoras que entren en celo del 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna dosis de

prostaglandina F» el 08-04.

1 Hembra donante: Vaca

Presincronizacion (si es necesario):

El 1 del 4 dos aplicaciones de prostaglandina Fz,* mafiana y tarde. Durante el

celo, si s posible, una dosis de HOG**

Vacas con celos entre et 1 y el 7 del 4 son validas para ¢l programa.

15-04

16-04

1704

18-04

19.04

20-04

21.04

-Mmanany

-larde
-mafiana
-tarde
-manang
Starde

-manan;

-larde
-manana
-manang
-tarde

-mediodia

Ovagen 3.5 ml
Ovagen 3.5 mi

Ovagen 2.5mt
Ovagen 2.5 mi
Ovagen 15 ml
Ovagen 1.5

Crvagen 1.0 mily prostaglanding F2a

Oviagen 1.0 mi y prostagianding F2a’
explofacidn para comprobar la respuesta
NSEMINAGION

nsemmnacion y HCG*®

inseminacion

recogida de embnones y transferencia.




2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)
06-04 -primera dosis de prostaglandina Fo,.**"
17-04 -por la tarde o ¢l 18-04 por la mafana segunda dosis de

prostaglandina F2a

2 ml de Estumate® Pronilen” o 5 mi de llliren™ i. m,
por ejemplo. 3-5.000 u.i. de Ekluton™/Gonagestrol”/Primogonyl”i. v. 0 5
mi de Receptal“/Fartagyl™ i, m.

las recepioras que entren en celo del 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna

dosis de prostaglandina .., el 08-0-.

1 Hembra donante: Novilia

Presincronizacion (si es necesario);

E! 1 del 4 dos aplicaciones de prostaglandina F,,* maiana y tarde.
Durante el celo, si es posible, una dosis de HCG**.

Novillas con celos entre el 1y el 7 del 4 son validas para el programa.

1504 -mafana Ovaagen2.5ml

-larde Ovagen 2,5 ml
16-04
-tarde Ovagen 2,0 ml
17.04
-tarde Ovagen 1,0 mi
18-04 .
-tarde Ovagen 0,5 ml y prostaglandina
19-04
20-04  -mafana  inseminacifn
-tarde inseminacidon y HCG**
21-04
27-04 recogida de embriones vy

2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)

05-04 -primera dosis de prostaglandina 2.




17-04 -por la tarde o el 18-04 por la mafnana segunda dosis de

prostaglandina F2a

2 ml de Estrumate® Pronilen® o 5 mi de Hfiren® i. m.
** por gjemplo, 3-5.000 u.i. de E.klutonelGonagestroI@'/Primogonyl“’) iv.05mlde
Receptal®/Fertagyl® i. m,

"**Las receptoras que entren en celo del 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna
uosis de prostaglandina o, el 06-04.

3.5.2 PMSG y prostaglandina F2a

PMSG iiene una vida media de 8 a 14 dias, razon por la ¢ual, una urica aplicacion

es suficiente para inducir la superovulacion. La desventaja de este método es que el

efecto superovulatorio de esta hormona continua existiendo una vez pasado el celo

superovulalorio perjudicando el desarrolio de los embriones. Por ello es
conveniente neutralizar a iarga actividad de la PMSG mediante 1a administraci6n de

un suero anti-PMSG en el momento del celo.

Y

- Para inducir la superovulacion en vacas con PMSG se aconseja el siguiente

_ protocoto:

22,500 ui. de PMSG

- 60 h. después prostaglandina Fza

- - 12 h. después otra dosis de prostaglandina "za

?‘:j Celo de 36 a 48 h. tras la primera dosis de prostaglandina Fza - 750 u.i.




de anti-PMSG con la segunda inseminacién
En el caso de novillas se induce la superovulacitn con 1.500 hasta 2.000 u.i. de
PMSG y 450 hasta 600 u.i. de anti-PMSG bastan para limitar su efecto. E! resto es

analogo a la superovuiacién en vacas.

Protocolos de superovulacién con PMSG

1 Hembra donante: Vaca

Presincronizacion (si es necesario):
El 1 del 4 dos aplicaciones de prostaglandina Fy," mafana y tarde.
Durante el celo, si es posible, una dosis de HCG**.
Vacas con celos entre el 1 y el 7 del 4 son validas para el programa. 15-
04 -tarde 2.500 u.i. PMSG
18-04 -mafana prostaglandina F22’
-tarde prostaglandina F2a’
19-04 -mafana exploracidn para comprobar la respuesta
20-04 -mafiana inseminacion
-tarde inseminacion y 750 w.i. anti-PMSG
21-04 -medio dia inseminacion

27-04 recogida de embriones y transferencia.

2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)

- 06-04 -primera dosis de prostaglandina F2a-"
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17-04 -por la tarde o el 18-04 por la manana segunda dosis de

prostaglandina F»,.

2 ml de Estrumate®/Pronilen® o 5 mt de lliren® i. m.
" por ejempio, 3-5.000 u.i ce Ekluton®/Gonagestrof*/Primogonyl® iv. ¢ 5 mi
de Receptal®/Fertagyt® i.m.

las receptoras que entren en cejo de! 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna dosis

e prostaglandina s, el 06-04.

1 Hembra donante: Novilia
Presincronizacién (si es necesario}:
El 1 del 4 dos aplicaciones de prostaglandina Fz," mafana y
tarde. Durante el celo, si es posible, una dosis de HCG**.
Novillas con celos enire el 1 y el 7 del 4 son validas para el
programa,
15-04 -tarde de 1500 a 2000 u.i. de PMSG
18-04 -madana prostaglandina F,*
-tarde prostagfandina F2a’ s
19-04 -mafana exploracion para comprobar la respuesta
20-04 -mafiana inseminacion |
-tarde inseminacion y 450 hasta 600 u.i. de anti-PMSG
21-04 -medio dia inseminacién

 27-04 recogida de embriones y transferencia.




2 Hembras receptoras {aprox. 5 por donante).
06-04 -primera dosis de prostaglandina Fza ™
17-04 -por la tarde o el 18-04 por la mafiana segunda dosis

de prostaglandina F2a

2m1 de Estrumate”/Pronilen”™ o 5m1 de liren, im.

- por ejemplo, 3-5.000 u.i. de Ekluton®/Gonagestrol®/Primogony® i. v. o 5ml
de Receptal™/Fertagyl™ i.m.

i las receptoras que entren en celo del 36-03 al 11-04 no necesitan ninguna

dosis de prostagiandina F,, ef 06-04.

3.8.3 AMG y prostaglardina F2a

Los preparados de HMG son muy caros en comparacion con !os de las otias
gonadotropinas (FSH o PMSG) por lo que tan solo se utilizan para la
superovulacion del bovino cuando los tratamientos con las anteriores hormonas no
son efectivos. En algunas donantf-,-s superovuladas varias veces con PMSG o
FSH se observa a veces la produccifn de anticuerpos y no se produce respuesta
al tratamiento. En este caso la estimulaciéon con HMG puede tener éxito.

La superovulacion con HMG se lleva a cabo de modo analogo a la de FSH mediante
una serie de aplicaciones consecutivas. Sin embargo, al contrario que ocurre con

la FSH, en el caso de HMG el protocolo :nas efectivo es el que utiliza dosis

decrecientes cada 12 horas.




" 1 Hembra donante: Vaca

Protocolos de superovulacién con HMG !

' Presincronizacion {si es necesar o}

El 3 del 4 dos aplicaciones de ~rostaglanding F.," manana y ta-2s

Durante el celo, si es posidle, una dosis de HCG**

Vacas con celos entre el 1 y el 7 gdel 4 son validas pPara el programa

15_ -tarde
16- -manana
-tarde
17_ -manana
-torde
18- -manana
-tarde
19- S ang
20 SHLGAaN
-tarde
21- -mediodia
27-

HMG (375 u 1. FSH;
HMG {300 v, FSH)

HMG (300 us FS; i}
HMG (300 w1 FSH)
HMG (300 us FSH)

HMG (300w FSH)y orostaglan~ =1 £2

HAMG (225 ur FSH) v prostaglans aa F2a
SlRranta D tom  hhe L rean Sestn
Nseminacidn

nsemnacion y HCG*:

INSENHNACION

recogida de emrriones y transferencia,

2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)

06-04 -primera dosis de prostagtandina F2a ™

17-04 -porlatarde o el 18-04 por la mafiana segunda dosis

de prostaglandina F2a

: 2 ml de Estrumate™/Pronilen” o 5 mi de lliren® im.

A

. por ejemplo, 3-5.000 u.i. de Ekluton®/Gonagestrol®/Primogony®® iv. 0 5 mi de

Receptal®/Fertagyt® im.

Las receptoras que entren en celo del 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna dosis de

prostaglandina F, el 06-04.




1 Hembra donante: Novilla

Presincronizacion (si es necesario):

Et 1 del 4 dos aplicaciones de prostaglandina F»," manana y tarde.

Durante el celo, si es posible, una dosis de HCG"",

Novillas con celos entre el 1y el 7 del 4 sun validas para el programa.

15-04

16-04

17-04

tE8-L4

19-04

20-04

21-04

2704

-tarde HMG {275 u.i. FSH)

-martana HMG {225 w1, FSH)

tarde HMO (225 v F5H)

-Mana.;a HMG (225 u1. FEH)

“tarde HMG {225 u1 FSH)

BURL TN HMG {200 uo. FSHY y prostaglanding F2a
-tisrde HMG {200 w1 TSh)y prostag.ancina F .,
-narana exploracion para comprobar )a respuesta
-inafana INSEMINTCIO

-tarde ‘Aseminacion y BoG Tt

-medio dia nsemiracion

recoqiia de embnones y translerencia,

2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)

06-04

17-04

-primera dosis de prostaglandina F2as
-por la tarde o el 18-04 por la mafiana segunda dosis

de prostaglandina F2a

2 mi de Estrumate®™ Pronien® o 5 mi de liren® im.
por gjemplo, 3-5.000 u.i. de Ekluton®/Gonagestro®Primogony® i.v. o 5

m! de Receptaf®/Fertagyl® im.
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las receploras que entren en celo def 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna dosis de
prostagiandina F 2, el 06-04.

1 Hembra donante: Novilla

Presincronizacidn (st es necesario):

El 1 del 4 dos aplicaciones de prostaglandina F,,* mafana y tarde.

Durante el celo, si es posible, una dosis de HCG*".

Novillas con celos entre el 1y el 7 vel 4 son vaidas para el programa.

13-04 “taree HRAG (275 01 FSk
1F-04 -Mmanana HMG (225 v FSHY
-taice HMG (225 u 1. FSH3
17-04 -mafana HMG (225 v, FSH;
-tarde HMG (22541 FSxj
18-04 -manana HMG (200 u.a. FSH) y prostaglanding F2a
-targe HMG (200 u.s. FSH) y prostaglandira £,
15-04 -manana exploracion para comprobar 13 respuesta
20-04 -manana nseminacidn
-tarde nseminacion y HCG =
2104 -medo dia Iseminacidn
27-0% recogida de embnones y transferenca

2 Hembras receptoras (aprox. 5 por donante)
06-04 -primera dosis de prostagiandina F2a+"
17-04 -por la tarde o el 18-04 por la mafiana sequnda dosis

de prostaglandina F2a

. 2 mi de Estrumate®™ Pronien® o 5 mi de lliren®™ im,




- por efempio, 3-5.000 u.. de Ekiuton®/Genagestro®/Primogony® i.v. o 5
ml de Receptal®/Fertagy® im.
- las receptoras que entren en celo del 30-03 al 11-04 no necesitan ninguna dosis de

prostaglandina . el 06-04.

3.6 Inseminacién de las hembras donantes

Normaimente las donanies muestran celo de 36 a 48 horas tras ia aplicacién de la
prostaglandina F.,. Debido a que las ovulaciones tienen lugar en momentos
diferentes en un intervalo de tiempo amgiio es necesario inseminar tres veces

corisecttivas cada 12 horas.

Si la superovuiacién se ha inducidn con FSH o HMG es vonveniente aplicar en el
momento de la 2" inseminacion de 3.000 a 5.000 u.i. de HCG para reducir algo el
intervalo de tiempo en el que se suceden ias ovulaciones. A los animales que se
haya superovulado con PMSG se les administra antiPMSG en el momento dela 2a
inseminacion sin requerirse la segunda aplicacionn de HCG, como en el caso de la

superovulacion con FSH o HMG.

La inseminacién se debe realizar con especial atencion puesto que la inseminacion
repetida del animal aumenta el riesgo de contaminacion por germenes, lo que
disminuirfa o anularia totalmente el exito de la ET. Tambien se debe evitar la

exploracion de los ovarios y de los foliculos durante la misma porgue conducen

facilmente a la ruptura de los foliculos preovulatorios (Fig. 4.3 pag. 132). Los
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ovocitos procedentes de ovulaciones asi provocadas son inmaduros.

Es posible tener éxito con tan solo dos inseminaciones si se programan
dependiendo del comportamiento del animal donante (del comienzo del celo y de su
duracion), debiéndose Hevar a cabo la primera inseminacion de 8 a 10 horas tras

el comienzo del celo y 10 a 14 horas después la sequnda.

cn el caso de inseminaciones con mas de un toro sz debe aclarar de aitemanro si
las caracteristicas de los grupos sanguineos de los mismos permitira la

diferenciacion genética de la descendencia.

4. Animales Receptores

Toda novilla adulta desde el punto de vista sexual y sin patologias reproductivas,
asi como toda vaca sana y sin trastornos ginecolgicos puede ser tomada

como hemnbra receptora.

41 Seleccitn general

Una seleccibn desde el punto de vista genético en las receptoras no tiene
mucho sentido, aun cuando no se puede descartar del todo una influencia
materna de la receptora sobre los embriones y su desarroflo. Sin embargn, ta

experiencia ha demostrado una patente influencia del medio ambiente sobre las

tasas de implantaci6n y desarrollo de los embriones transferidos. Receptoras
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mantenidas con un buen manejo acogen mejor los embriones y llevan a término
terneros mas vitales y de mayor peso gue aquellas gue sufren un manejo

deficiente y una mala alimentacion.

La seleccion desde el punto de visia veterinario de las receptoras en un rebano
cerrado se limita a la exploracion del estado general y a comprobar la avsencia
de patologias ginecolgicas que puedan interferir en la ET. Ei objetivo de Ia
exploracion ginecologica es rochazar animales con anormalidades (por ej.,
brganus sexuaies juveniles, hermafroditisme) o con algunas patologias (por ej.,

aciclia, ninfomania, endometritis).

Receptoras que provienen de dilerentes rebafios deberan explorarse segun el
estado higienico del rebafio del que proceden, en determinados casos internarse
en cuarentena y analizarse enfermedades infectocontagiosas {leucosis,
brucelosis, tuberculosis, BHV1, BVD) antes de aceptarlas como receptoras.

En caso de sospecharse una posible infeccibn con BVD es conveniente una doble

vacunacion 6 y 2 semanas antes de ia transferencia embrionaria.

La seleccion definitiva de la receptora se lleva a cabo el mismo dia de la
implantacion, dependiendo de determinados datos {(momento de entrada en celo,
duracion e intensidad del mismo) y del resultado de fa explaracion ginecolégica en

ese momento (Cuerpo luteo y estado del Utero).

S TR
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4.2 Alimentacién y manejo

La alimentacion y manejo de las receptoras es algo menos critica que la de las
donantes pero no se debe menospreciar en absoluto. Un aporte suficiente de
minerales, microminerales y vitaminas previo a [a implantacion embricnaria es muy
importante para la fertilidad, existiendo una esirecha relacion entre |2 alimentacion y
el manejo y ef éxito en las iransferencias. La fertilidad es junto con el estado de
salud y la productividad, una reaccion orgarica condicionada fuertementz por el
medio ambiente, asi pues un mal manejo (superpobizcion, aporte nutricional
deficiente, intoxicaciones alimentarias, etc.) son irregularidades que hacen fracasar

el complejo mecanismo de la reproduccion.

Manteniendo y preparando a las receptoras en buenas condiciones medio-
ambientaies se mejoran las tasas de prefiez en comparacién a cuando sufren
cuidados deficientes o mediocres. Las tasas de preiiez varian entre un 40 y un 90%
en estrecha relacidon con las condiciones del medio. Sin embargo, en
determinados casos, se obtienen unos resultados de transferencias muy malos a
pesar de que el manejo de las receptoras es 6ptimo sin existir razén logica para el
fracaso, asi como también, a veces, en condiciones muy deficientes de
mantenimiento se pueden oblener buenos resultados tras la implantacion, siendo

esto igualmente inexplicable.

. Los mejores resultados de transferencia se alcanzan, con diferencia, cuando las

E receptoras (preferentemente novillas) se mantienen en grupo vy sin sufrir ninguna
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variacidn en el manejo. Cambios de establos traen consigo un estrés de
adaptacién, flujos de poblacion conllevan inestabilidad en el sistema social
{jerarquias y dominancias en el rebafo), y cambios en la alimentacién provocan
alteraciones metaholicas. Es preferible que las receptoras no estén muy gordas
pero ya durante la preparacién para ia ET y, al menos, los 14 dias previos a la
transferencia deten tener un metabolismo predominantemente anabdlico y, por lo
tanto, estar ganando peso. Segun muestra la experiencia los embriones se
implantan mejor con un baiance metabélice positive. La anidacidn es el dia 18 de!
ciclo, el dia | 1 posterior a la transferencia. Tras este periodo se considera

superada la fase mas ceitica de la ET.

4.3 Sincronizacién

La sincronizacion del celo de las receptoras se puede inducir o bien con

progestagenos (espirales-PRID o implantes subcutadneos) o con prostaglandinaFZa

Lo mas facil es administrar a Jas receptoras de 20 a 21 dias antes de Ia

_ transferencia la primera inyeccion de prostagfandina Fza {presincronizacién} y el dia

9° antes de {a ET se les administra la segunda dosis de prostaglandina Fz,, junto

con la donante (sincronizacion).

Si se sincronizan con espirales-PRID o con implantes subcuténeos, la colocacidn
de estos se lleva a cabo el dia 20° (+1 dia) antes de la ET y se retiran el dia 9° previo a

la transferencia.
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Si en el momento de la presincronizacion se conoce perfectamente el ciclo de las
receptoras gracias a una observacion meticulosa de los celos, se puede prescindir
de la primera prostaglandina o de los progestagenos en animales gque hayan
entrado en celo del dia 48 al 38 antes de la ET. Para la sincronizacion basta, en este
casn, una Bola dosis de prostaglandina el dia 9° antes de la transferencia puesto que

se encuentran ya en una fase del ciclo sensible a la misma.

Uin método de sincronizacion alternativo al anteriormente descrito consiste en
administrar ia prostaglandina a las recepioras 12 horas antes de apucarsela a las
donantes. Los animales receptores suelen preserdar, por [o general, el celo inducido
por prostaylandina Fz, algo mas tarde que los tratados previamente con FSH o
PMSG, lo que ayudan mas a ajustar 2 sincronizacion entre donante y receplora.

En el momento del celo sincronizado, que sera el dia 6°-7° antes de la ET, se puede
administrar GnRH a las receptoras para estimular la ovulacibn y estabilizar el ciclo,
E! hecho de que el celo de la receptora sea inducido por prostaglandinas o sea
natural no influye en el resultado de la transferencia. Lo que es importante es que
- los animales muestren un celo patente en el momento adecuado, sincronizado
“ con el de la donante y que en el momento de la transferencia presenten un
cuerpo luteo faciimente palpable y bien estructurado. Los mejores resultados de

implantes se alcanzan, por lo tanto, en casos donde, el dia de la transferencia, se

intensidad y duracin).

i
i
i

LEI aprovechamiento de recepioras tras un celo natural no sincronizadas al dia 7°

|
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{x1) para la transferencia de embriones congelados (TG) es perfectamente posible

y adquiere cada vez mas importancia.
4.4 Seleccion especifica como receptora

La seleccion definitiva de las receploras se lleva a cabo, finalmente, justo antes de
la transferencia, segin criterios ginecoldgicos. Se considera beneficiosc, ademas,
clasificar eslos arimales segun su calidac como receptoras para coordinarlos
mas facilmente con los embriones, a su vez también, de diferentes calidades. asi
pues, se deben transterir a las mejores recentoras los mejores embriones, segun
criterios norfolégicos, y los de menor vitalidad a las novillas peoras. Por un lado,
optimizaremos asi la probabilidad de obtener prefieces con los embriones mejores
y por otro, se hace posible el alcanzar alguna que otra prefiez con los embriones

mas débiles.

Se considera una <<muy buena>> receplora aqueila que mostr6 un celo patente y

mas o menos simultanec al de la donante. sin anormalidades ni patclogias

X
] .
Eginecolégicas. con un buen cuerpo luteo el dia de la transferencia y una
; consistencia uterina correspondiente al dia del diestro en gque se encuentra.

:

 Las receptoras clasificadas como <<buenas>> seran aqguellas que presentan todas

- estas caracteristicas antes citadas pero en un intervalo de valores estrecho que se

- aparta algo del optimo.

“Receptoras <<mediocres>> o aceptadas como receptoras in extremis son aquellas que
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presentan un intervalo de valores, tras la exploracién ginecoldgica, que se alejan
bastante y en diferente medi;ia del Bptimo (por ej., cuerpo luteo no claramente
palpable, cuerpo hiteo en coexistencia con foliculos en el ovario, tono contraido de
la matriz con presencia de un cuerpo luteo claro). Otra causa para clasificarlas en
este grupo es gue presenten celo con una asincronia con la donante superior a +24

horas.

Cuanto mayor sea la vananza con yue los valores se alejan del éptimo y cuanin
mayor sea el numero de sintomas que lo hacen, menor calidad presenta el
animal para ser recentor, hasta peder llegar a rechazarse categoricamente como

integrante del pragrama de ET.

Este sistema de clasificacion en gran medida subjetivo se puede objetivar aigo
mediante el test de progesterona. Sin embargo, la determinacion sistematica de
progesterona en todas las receptoras es demasiado costoso y carece de sentido

practico para los programas de ET.

La clasificacion de las receploras en <<muy buenas>>, «buenas» , <<mediocres>> y
«rechazables» se realiza de manera algo diferente dependiendo de la persona que
realiza la exploracion. Sin embargo no es de extrema importancia esta variabilidad
que se hace mas patente en casos limite o dudosos cuando se trata de un punto
mas 0 menos, porque o realmente prioritario es rechazar o aceptar al animal

;. COmO receptor.

. En el caso de profesionales experimentados la diferenciacion de las receploras en
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aceptables (con uno, dos o tres puntos) y rechazables por medio de una -
exploracion rectal es un meétodo suficientemente seguro y sin discusion. Es
conveniente escribir los puntos del animal con un marcador, en el momento de la
exploracién, en el flanco donde se encuentra ei cuerpo luteo. Esto acelera y
facilita la organizacién de las transferencias de los embriones en concordancia
con su calidad y la de las receptoras y ademas nos informa del cuerno ipsilateral

donde se debera efectuar el implante.

En el caso de repetirse un programa de ET se pueden volver a utilizar hembras
receptoras ya sincronizadas la vez anlerior pero que no quedaron prefladas. Sin
embargo, tras una segunda experiencia en que no gueden gestantes es preferible

no volver a intentario.

5. Recoleccién de Embriones

La recogida de embriones se realiza, preferentemente, el 7' dia después de la

primera inseminacibn mediante un lavado uterino transcervical.

El dia 7° fras la primera inseminacion es el dia mas conveniente para realizar el

lavado puesto que es cuando los embriones son mas faciles'de extraer y separar.

En ese momento se ubican en el extremo anterior del cuerno uterino y mediante
el lavado son facilmente arrastrados al exterior flotando en el medio. Ademas en

ese momento los embriones se encuentran en el estadio de blastocisto o de mérula,
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fases muy estables, lo que hace posible que sean transferidos directamente o
que sufran otras manipulaciones {como la congelaci6n y la micromanipulacitn),
En todo el mundo se ha establecido el recuperar los embriones el dia 7° tras la
primera inseminacién 1o que estandariza la valoracibn y manipulacién de los
mismos para su comercializacibn y facilita la sincronizacién de las receptoras.
Una exploracién rectal de los ovarios nos orienta sobre el posible naomero de

embriones que podremos recoger, segun el namerc de 'cuerpos luteos palpables.

5.1 Extraccién de los embricnes

La recogida no quirurgica o lavado de los embriones se realiza a través de la vaaina.
bajo control rectal y cun el anumai en estacibn. Tiene una duracibn de 15 a 20
minutos por animal y es sencillo y efectivo. Para el lavado se utiliza un catéter o
sonda fiexible con bal6én hinchabte (modelo NeustadtAisch, Lampeter o Dissi} que
se introduce con un mandril o fiador, para hacerla rigida, a través de la vagina,

cervix y cuerpo uterino hasta uno de 10s cuernos.

Cuando el extremo de la sonda se halla en ia curvatura mayor del cuerno uterino se
retira el mandril de 8 a 10 cm y se sigue avanzando con cuidado la sonda fiexible
en direccion cfaneal. A continuacidon se infla e balén que se encuentra
inmediatamente detras del extremo del catéter (de 10 a 20 mi). Se controla el
grosor y la situacion del balon y se retira el fiador lotalmente..-Lﬂa éituacién del

catéter es correcta cuando el baldon, segin los diferentes tamarios de los distintos

ateros, se encuentra mas o menos 5 cm craneal a la bifurcacion uterina, a la altura,




44

aproximadamente, del ligamento intercornual. (Fig. 6.1 pag. 133).

La recogida de los embriones se lleva a cabo por medio de un lavadc con una
solucién templada en fracciones de 30 a 50 ml que fluyen de nuevo al matraz de
recogida previamente tratado con silicona, iras retirar la jeringuilla de la sonda.
Mientras el liquido de lavado fluye es conveniente mover y masajear ligeramente el
cuerno uterino. asi, embriones localizados en criptas o pliegues son arrastrados
por la corriente Gel medio hacia el extenor. Durante 12 introduccién del liquido se
debe jevantar y estirar el cuerno alternativamente y realizar movimienos
pendulares con el. Pero mientras el medio fluye fuera de! mismo se debe
mantener inmévil hasta que haya cesado la corriente de saiida. Al tinalizar el lavado
de uno de ios cuernos uterinos se debe infundir de nuevo de 20 a 50 mi de medio
levantandose el extremo craneal del cuerno para posibiiitar el reflujo del dltimo

resto del liquido infundido ahi acumulado.

El lavado del otro cuemo se realiza de modo analogo. En total, por donante, se
estima necesario un litro de medio de lavado para ambos cuernos. Sin embargo, la
experiencia ha demostrado que alcanzada una rutina de trabajo en los lavados,
cantidades de 250 ml por cuernc en vacas (en novillas 180 ml} son suficientes. El

medio resultante de la recogida se mantiene a temperatura ambiente hasta el

aislamiento de los embriones, debiéndose evitar oscilaciones de temperatura.
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Ademas de este método de recogida embrionaria descrito existen variaciones que
se diferencian de este en la utilizacién de aparatos diferentes o complementarios
y cuya conveniencia se valora de modo diferente. Lo que determina en definitiva
que método de 'avado se prefiere es la apreciacion subjetiva. Por regla general
el que se elige, es el sistema con el que se ha aprendido a realizar 2 ET o con el

que se ha alcanzado una mayor rutina de trabajo.

Utilizandose el catéter de lavado es posible, por ejfemplo, en vez de infundir el
liquido mediante jeringuillas introducirlo aprovechando la fuerza de la gravedad.
Para ello se infunde el medic. como 2n un sisterna de goteo, a traves de una sonda
extra que se acapta al natéter. Esta sonda extra consta de un adaptador para el catéter
de lavado y de una bifurcacion en dos circuitos, de entrada y salida que desembocan
en una pieza en <<Y>>, La botella de medio se cuelga un metro ma's 0 menous por
encima del animal y el flujo de liquido se regula mediante el cierre y apertura del
circuito. E! reflujo de la solucion infundida en la matriz se sucede mediante la
apertura del circuito de salida. El lavado fraccionado se realiza aiternando el cierre

y la apertura de ambos circuitos respectivamente. El medio de lavado que refluye

) . \\
se recoge en un matraz o en una probeta o se conduce directamente a traves de

un filtro de embriones.

La utilizacion del filtro de embriones integrado en el sistema optimiza el proceso,

en la medida en que la solucion de lavado es filtrada directamente y no se tiene que

. conservar mientras dura el trabajo de recogida. Otra ventaja de este sistema

i

3
]
i
-
',
.

cerradc es que ni la solucion ni, por tanto, los embriones entran en contacto con
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el ambiente. Sin embargo y a pesar de sus ventajas, noes la tecnica de ET que se

ha impuesto en todos los sitios.

Los filtros de embriones que hay {por ej., Emconmilter, Minifiush) se diferencian
en su forma de use y s& deben utlizar siguilendo las indicaciones de cada
fabricante. En cualquier caso hay que procurar que gquede una cantidad suficiente
de medio en el filtro en el que sobrenadan los embriones para que estén siempre

en solucién liguida.

Las donantes superovuladas con éxito presentan tantos cuerpos iuteos como
foliculos ovulados y por lo tanto, un nivel de progesterona aito. La progesterona, al
ser la hormona de la gestacion, tiene un efecto reductor de la lactogénesis, lo que
provoca en algunas vacas una bajada en la leche tras la superovulacion. Para
evitar esto es conveniente aplicar al animal prostaglandina F; una vez acabado el
lavado con lo que se reducird esta elevada produccién de progesterona. La
luteolisis tiene ademas, la ventaja de que, asi, la donante entra en celo algo mas
pronto evitdndose una posible e indeseada gestacion multiple en caso de que no

se hubieran arrastrado todos los embriones tras el lavado.

5.2 Aislamiento de los embriones
Los recipientes con la solucidn resultante del lavado de embriones se mantienen
a temperatura ambiente hasta el aislamiento de los migmos. En caso de imperar

una temperalura demasiado fria se requiere conservar los matraces con la

solucion de recogida en un bafio de agua a 25°C. Aunque los embriones son
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relativamente resistentes a la temperatura en caso de una bajada de la misma, no

se debe superar bajo ningin concepto una temperatura ambiente de menos de

20°C.

Figura 6.5 Equipo de lavado en sistema cerrado. Botella de medio, sonda extra con
pieza en forma de Y, catéter de lavado <<Dissi>> y filtro Emconfilter integrado en
el sistema.

Antes de proceder a la basqueda y aislamiento de los embriones se debe reducir el
volumen del fiquido de lavado. Para ello se vierte toda la solucién, exceptuando los
Gltimos 50 m, por un filtro de embriones o bien se aspira el sobrenadante después
de gue los embriones hayan sedimentado. Dicha sedimentacion dura entre unos 19

6 20 minutos.




La aspiracidn del sobrenadante es algo mas engorrosa que la filtracion pero
también tiene sus ventajas, sobre todo cuando &l liquido presenta restos de moco u
otras particuias que taponan el filtro. Mediante una sonda de sili cona de 2 mm de
calibre se retira el sobrenadante hasta una altura de aproximadamente 5 cm, se
agita suavemente el sedimento y se vierte en una placa de Petri grande o en
vidrios de reloj. Para estar mas seguros el recipiente de recogida se debe enjuagar
con algo de medio después de habsrlo vaciado la primera vez, para evitar la posible

pérdida de los embriones que hubieran podido quedar en el mismo.

Si se utiliza un filtro de embriones (con un tamano de poro de 70 mm) se vierte la
solucion de lavado directamente sobre el filtro, agitando simultanea y suavemente el
recipiente hasta vaciarlo, Con la agitacién se pretende evitar que los embriones que
hayan sedimentado pemmanezcan en £l matraz. Mientras el filtrado, se debe
procurar que los embriones retenidos por ei filtro 2sién en todo momento rodeados
de liquido puesto gque, en ¢aso contrario, se secan vy se deshidratan. Es por eilo
que gs filtros de embriones constan de una pequafia sonda de silicona con la qua
se pude controfar el flujo Je liquide que sale mediante una pinza rmosquito. Una vez
verlida toda la solucion de recogida sobre el filtro y alcanzada la cantidad de medio

deseada junto con los embriones, se vacia el contenido del fiitro sobre una placa

de Petri.
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Figura 6.2 Sonda de lavado «modelo Neustadt/Aisch» con el baldn inflado, la jerin-
guiila de aire mosquito y mandril o fiador.
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Figura 6.3 Demostracion del paso del cervix y del cuerpo del atero con un catéter de
lavado en un Gtero aislado.

Figura 6.4 Recogida incruenta de embriones bajo control rectat manual.




Figura 6.7 Vaciadc a una placa de Petri y lavado del contenido de un filtro de
embriones. :

Inmediatamente después se lava el filtro con una jeringuilla de 2 cc v una aguja fina
utilizando el mismo medio de lavado a presion, parz estar seguros de que no

quedan embriones atrapados en ia malla.}

Otra posibilidad para reducir el volumen de liquido hasta la cantidad deseada es la
utilizacion de un tiltro reclinable. Con este filtro que, al igual que el filtro de embriones,

presemta un grosor de porn de 70 pm, se aspira el sobrencdante de la solucién de




w
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recogida contenida en una probeta. En este caso no &s necesario sedimentar antes
porque el filtro_ mediante el flujo de liguido, impide que los embriones se
reemulsionen. Los embriones contenidos en el volumen final de liquido se vierten,
como se ha descrito anteriormente, o en vidrios de relo] 0 en una placa de Petri
grande.

Para la bisqueda de los embriongs se examina el volumen de solucién restante bajo
la lupa estereoscépica a 10 6 20 aumentos y con luz difusa. En caso de usarse
placas de Petri es conveniente que tengan la base cuadriculada, lo que facilita el

proceso en gran medida, al poder realizarse la busqueda de

Figura 6.8 Busqueda de embriones en un laboratorio ambulante montado en una
explotacion.

manera sistematica, cuadro tras cuadro, sin perder la orientacion en el campo. Sin la
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cuadrfcula es muy facil saltarse sectores que quedaran sin examinar y dejarse

embriones sin descubrir,

Los vidrios de reloj no necesitan estar cuadriculados ni divididos de ninguna forma
porgue el volumen de Ilfquido a examinar y la superficie de busqueda es mucho
mas pequena y facil de abarcar. Aun asf es conveniente realizar una inspeccion
sistematica de ia solucion final de recogida. por ejemplo, comenzar gn la periferia e
it avanzando hasta el centro en forma circular. De todos modos se debe examinar,
por principio, la solucion resultante de!l lavado como mfnimo dos veces por razones

de seguridad.

Los embriones que se encuentren se aspiran con una Unopette‘“ adaptada a una
jeringuilla de 1 ml bajo contro! visual. Luego, estos embriongs se pasan a una placa
de Petri pequena con medio de cullivo donde se van agrupando todos. Una vez
finalizada la busqueda ya pueden sufrir los embriones las consiquientes
manipulaciones previstas. Si se afslan ambriones de varias hembras donantes a
la vez, se deben rotular las placas de Petri con nombres o numeros que

correspondan al animal de procedencia de manera que no den lugar a error.

5.3 Valoracion de los embriones

Bajo la lupa estereoscopica con haz de luz difusa, entre 10 y 60 aumentos, se

examina el estado morfologico de los embriones y se clasifican segun su calidad.

Los embriones en perfecto estado desde el punto de vista morfologico se pasan a
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una pltaca de Petri pequefia con medio de cultivo recien filtrado y asf se lavan 10
veces (para diluir posibles germenes) conservandose a temperatura ambiente
hasta su transferencia o proxima manipulacion. Cada pas¢o de lavado debe
realizarse en una dilucion 100 de la solucion anterior y el transporte de los

embriones de una placa a otra se debe realizar cada vez con microppetas

esteriles {Unopetten™).

Tan solo se deber rancferir aqueilos embriones que se encuentran en un estadio
de desarrollo correspondiente a su edad y de los gue, basandonos en sus
caractorfsticas morfologicas, cabe esperar continuen su crecimiento. Ovocitos

asf como embriones tctalmente degenerados, se deben rechazar inmediatamente.

Figura 6.9 Extraccion de un embrion mediante la aspiracion con una Unopette en
una placa de Petri.




Embriones con diferentes formas de degeneracion (por ej., blastomeros pigncticos
o colapsados) se recuperan a menudo cultivandose in vitro durante unas horas tras
lo que pueden ser transferidos. Por elio, en programas comerciales de ET, se
procede a la transferencia inmediata de los embriones | en perfecto estado
maorfolégico y los que se muestran parcialmente dafiados se vuelven a valorar tras
unas horas de cultivo, Después y segin su estado se aprovecharan ¢ desecharan

definitivamente.

La identificaciéon de los diferentes estadios de desarrollo y su valoracion desde
ovocito hasta embrién de 7 dias es una tarea dificil puesto que tanto los ovocitos
como los embriones presentan el mismo grosor, siendo faciles de confundir. Estan
englobados en una membrana elastica (Zona pellucida) que pemiite el desarrdllo del
embrion desde ia ferlilizacion hasta el dia 7 sin sucederse apenas variacién en su
tamano. El diametro de la Zona pelfucids es, hasta este imoments, de 100 a 120
pm aumentando luego un poco para acabar con la eclousidon del blastocisto que
comenzara ya fuera su crecimiento. En el caso de morulas es, a veces,
especialmente difici! el diferenciarlzs de los_ovocitos ne fecundadcs ¢ no dividiaes
porque el contenido celular de las morulas compactas con blastomeros de igual
tamafio y el de los ovocitos ofrecen, poco mas 0 menos, el mismo aspecto. Los
blastomeros de una moérula compacta en estadio de 64 células son muy pequenios y

ias delimitaciones entre células no son tan claramente visibles como en estadios

mas tempranos (por €j., 16 o 32 células).
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La diferenciacién y valoracidn de los blastocistos es, por el contrario, mucho menos
dificuitosa debido a la diferenciacidon celular que tiene lugar v que, gracias a la
formacién del embrioblasto y trofoblasto, se hace facilmente visible. En el blastocisto
temprano comienza a formarse el blastocele que es mas claro y que segin va
avanzando el desarrollo se hace cada vez mas grande hasta alcanzarse,

finalmente, el estadio de blastocisto expandido, donde se observa el macizo

celular internc caracteristico del embrioblasto.

La apariencia de ios embriones parcialmente degenerados presenta muy
diferentes caracteristicas debiéndose sopesar en cada caso si un embndn debe ser
utilizado ¢ rechazado directamente. Para ello se debe tener también en cuenta el
valor genético del embridn asi como el nimero de receptoras disponibles. Sin
embargo, debemos asumir que, por regla general, el resultado de la transferencia
de estos embriones parcialmente degenerados serd siempre peor quz el de los
embriones morfoiogicamente idealcs, sin ninguna imperfeccién. Asi pues se
podran transferir sin duda morulas en estadios de desarrollo algo retardados de 32
células. Aguellas en estadios mas retrasados. de 16 células. sc transferiran con
muchas reservas y esiadios_ de Jivision celular aun mas tempranos (8, 4 o 2
células) no se consideran transferibles. Los embriones con algunos blastorneros
sugltns son, sin duda alguna, tanto transferibles como aptos para otras
manipulaciones {crioconservacion, particion). Los embriones con muchos

biastomeros sueltos (de 30 hasta 60%) pueden ser, en algunos casos y con

reservas, transferidos pero no valen ni para la congelacifn ni para la particion,
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La clasificacién de los embriones segin su estado de desarrollo siguiendo unos
criterios morfologicos es de especial importancia para el comercio internacional de
los mismos. Por ello se requiere un listado de las mdltiples y variadas
caracteristicas morfologicas de los embriones estandarizadas vy aceptadas en general
por todos los profesionales. Para la clasificacién de los diferentes estadios de
desarrolio y calidades, a utilizar, tanto en el comercio como en la manipulacion técnica
de los embriones, es indispensable una descripcion en generadt aceptada y

estardarizada de estos. En los consgjos del ADR (Arbeits Gemeinschaft

Deutscher Rinderzuchter} N° 7.1 (Bonn, 10-4-1991)

L Figura 6.10 Ocho embriones transferibles y crido conservables obtenidos de un
. lavado {clase 1y 2).




viene una descripcién y una clasificacién de la morfologla de los embriones f4cil de

comprender y aceptada en general.

Los embriones/ovocitos recolectados por lavado el dia 7° (dia O se considera el dia
de la inseminacién) se clasificaran segin su edad y estadio de desarrollo de la
siguiente manera:; \

M = mérula temprana

MM = mérula compacta

BB = blastocisto inicial

UE = ovocito no fecundado

DE = embrién total o mayoritariamente degenerado

La descripcién cualitativa y consiguiente clasificacién de los embriones es la
siguiente:
Clase 1 calidad excelente
Embrion  esférico, Zoma pellucida intacta, cUmulo ceiular perfactamante
estructurado con células del mismo tamafo color y iextura. Clase 2 calidad
buena
Embrion esférico o ligeramente elipsoidal, Zona peflucida intacta, algun
blastomero suelto pero, por lo demés, comulo celular perfecto. Clase 3 calidad
regular
Zona pellucida intacta o dafada, blast6meros de diferentes tamafios,

cumuio celular con un 30 hasta un 60% de blastbmeros intactos, ligero

BIBLIOTECA CUCRE
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retraso det desarrollo (estadio de 32 células).

Clase 4 calidad mala
Zona pellucida imtacta o dafiada. blastdmercs degenerades y sueltos en
nimerc considerable, cimuto celular sueito y con menos del 30% de
blastémeros intactos, desarrollo retardado con estadios embrionarios dt_a
blastomeros grandes {32, 16 células).

Clase 5 embridn degenerado
Zona peflucida normalmente intacta, cumulo celular con aspecto
desorganizado y suelto, blastémeros de diferentes tamafios v pignoticos en
muchos cascs, estadios de desarrollo ya paralizado (2, 4, 8 hasta 16
células).

Clase 6 gvocito no dividido

OQvocite fertiizado ¢ no, pero no dividido, iodeado de una Zona

peilucida intacta o no, perfectamente esférica.

La denominacion de «embrién» para los estadios previamente descritos es inexacta,
pero ¢s un nombre nue se ha adoptado del anglosajgn utilizandose ya a nivel
mundial sin reservas. El ovocilo fertilizado se sigue denominando zigoto mientras
que el resto de estaaios siguientes se designan embritn en estadc de 2 células,
etc. Embriones en estadio de m6rula son aquellos que se encuentran en el estadio
tras la tercera division celular y que se caracterican por presentar un cimulo de
blastémeros indiferenciados e iguales {células germinales) hasta que, finalmente,

se sucede la diferenciacién celular en embrioblastomeros y trofoblastomeros. A

partir de aqui se denominan estos embriones con blastocele con el nombre de




blastocistos.

Figura 6.11 Ovocitos muertos no divididos (clase 6} a) con plasma compacto y
espacio perivitelino agrandada; b) con plasma vacuolizado.

Figura 6.12 Tmbriones en estadio de morulas (clase 1). a} mdnila temprana (32
celulas); by morula tardia (64 ¢élulas) con cuerpo polar en el espacio perivitelino,
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- Figura 6.13 Embriones en estadio de blastocisto con el blastocele situado a Ia
 derecha y el macizo celular interno a la izquierda: a) blastocisto temprano; b)

-blastocisto expandido.
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Figura 6.14 Embriones parcialmente degenerados en estadic de modrula con
blastomeros sueltos (clase 3): a) con dos blastémeros grandes que se desprendieron
en un estado muy temprano; b} con blasiomeros degenerando que se desprendieron
en un estadio de desarrolle mas tardio.
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Figura 6.17 En la parte supetior, corte amnliado de un ovo'ito no dividido con limite del
plasma liso y el corpusculo polar y en la inferior, corte arnpliado de un embrién en
estadio de mdrula con Jas tipicas irreguiaridades en ei limite del cimulo celular
debidc a las membranas calulares (arriba, clase 6, desechable; abzje, clase 1,
exczlente calidad).

6. Transferencia de Embriones

La transferencia de los embriones se puede lievar a cabo de forma guirlrgica o
cruenta, con el amimal en estacidn y anestesia local mediante laparotomia lateral
axponiendo el Gtero o bien de forma no quirargica, por la via natural, mediante un
catéter de transferencia a través de la vagina, cervix y cuerpo de la matriz hasta
depositario en el cuermno uterino correspondiente. Este método se denomina «técnica

transcervical>>.




LN

El método cruento fue el utilizado inicialmente y con el que se obtenian los
mejores resultados. Pero con e! tiempo se han mejoradoe tanto ef instrumental y
las técnicas del implante no quirargico que los resultados de ambos métodos se
han hecho equiparables, de manera que, en la rutina de los grupos de ET, la

transferencia cruerua ha sido practicamente superada.

Los resultados de la transferencia, ya sea quirdrgica {cruenta) o transcervical
{incruenta) estan en estrecha relacitn con las condiciones del medio en el que se
prepara y realiza el programa de ET. En condiciones rutinarias las tasas de
prefiez esperables por medio de ambos métodos son, de media, un 60% o mas.
Sin embargo una varianza de 0 a 100% es posible y se sucede por influencia del
azar. En <l caso de un fracaso absoluto en la transferencia se sospecha de
circunstancias no idenltificadas {como intoxicaciones alimentarias por aflatoxinas
u otros toxicos) que anulan el exito de los implantes poique ias receptoras son
estériles G, al menos, subfertiies en el momento de la transferencia. Ademas,
descuidus en la preparacion del prcgrama se surman iguaimente mermando la

fertilidad de 1as receploras.

Los embriones a transferir de las clases | hasta la 4 se manipulan como ya se ha

descrito en el apartado 6.3 y se colocan individualmente en una pequefia cantidad de
medio de cultivo. Para la transferencia quirdrgica se utiliza un  capilar de
transferencia y para la no quirtirgica una pajuela esterilizada. El embridén se debe

localizar en un segmento de medio de cultivo separado de los otros por medio de

burbujas de aire para evitar que se pierda al inclinar la pajuela. Para ello se aspira, en




primer lugar, medio de cultivo, a continuacian, algo de aire. Tras esta burbuja de aire
se aspira bajo control visual al microscopio el embrién con un volumen de medio de
cultivo. De nuevo se toma un poco de aire y el resto de ia pajuela se rellena de
medio. De esta manera el embrién queda situado en el segmento central de la
pajuela entre las dos burbujas de aire. A continuacién se deben identificar las pajuelas
de manera segura (por ej., con un ¢odigo) para no dar lugar a confusidn sobre la

identidad del animal donante.

tapdn de algoedon ombndn en ol medo de cultivo

Medio ge¢ culivoe ' Medio de cuitivo
burbua de mire

Figura 7.1 Esquema del Llenado de la pajuela para la transferencia no quirdrgica. El
embritn se localiza en el segmento central de la pajuela delimitado a ambos lados
por las burbujas do aire.

10 minutos anies de Llevarse a cabo la transierencia se aplica a las receptoras un
relajante uterino (200 mg de lactato de isoxuprina) i.m. tras 1o que se implanta ¢!
embrnioén en el cuerno uterino correspondiente al cuerpo luteo palpado (transferencia
ipsilateral). La aplicacion de un relajante uterino tiene como consecuencia la
relajacion e inmovilizacion del (tero lo que facilita la transferencia. Ademas se
asume que durante la transferencia embrionaria sin relajante uterino se puéden

provocar ondas de contraccion uterina que expulsarian el embrién. Sin embargo. los

resultados de prefiez sin aplicacion de la isoxuprina ponen en duda si su
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administracion es realmente necesaria.

Figura 7.2 Pajuela en posicion diagonal durante la aspiracion del medio de cultivo
para finalizar et llenado de la pajuela. Ei embridén se encuentra ya entre las dos
burbujas de aire claramente visibles,

7.1 Transferencia quirurgica
La transferencia quirdrgica se realizara descde el fianco izquierdo o derecho
dependiendo de la localizacidn del cuerpe luteo. Si este so sitta an el ovario

derecho se prepara el campo en el fiaco derecho v si nG en el izquierda,

Ei abordaje quirdrgico necesanio para i3 transferencia se realizara segun las
normas generales de la cirvgia, €l tamafio de la incision sera suficienle con
que permita !a introduccién de una mano en la cavidad abdominal para poder
exponer la punta del cuerns uterino. Ei cuerno es punzado ~on una aguja roma
y el embrién, que se encuentra en el capilar con medio de cultive, es

depositado en el lumen del utero cuidadosamente. Una vez repuesta la matriz a

su localizacion natural se sutura la herida operatoria.
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. 6.2 Transferencia no quirurgica

[:

;

‘ La transferencia no quirdrgica transcervical de ios embriones es actualmente
el método de eleccién y se lleva a cabo, al igual que la inseminacidn artificial,

bajo palpacion rectal por las vias naturales a través de la vagina, cervix {de

ahi otranscervical»), cuerpo de la matriz hasta e! cuerno utering ipsilateral.

\\

Para elio se coloca el embridn ya localizado en la pajuela (0,25 mi) en el
catéter de transferencia (aguja de implantacion o pistola de transferencia) cuya
apertura sé encuentra sitluada lateralmente en el extremo final del mismo. En
el otro extremo del catéter hay una marca que se corresponde con la
orientac16n de esta aperlura para que ei proiesional sepa siempre donde se

encuentra esta y en el momento de la implantacién del embridn |a situara hacia

vential. En esta posicion el embrion puede salir en el medio enylobado en las
gotas del mismo, cayendo por su propio peso, lo que dasde otra postura, dorsal

o lateral, es mas dificil,

El catéter de transferencia se prepara, en general, de manera semejante a uno
de inseminacidn y la forma de proceder exacta se diferencia solamente segin
el tipo concreto de catéter. En el caso de catéteres de punta larga se
desenrosca la misma, se encaja [a pajuela ya preparada en la punta, con el
extremo abierto hacia delante y se monta el catéter con el mandri! retirado

enroscandola de nuevo. Los catéteres de punta corta se montan el reveés. Se

introduce la pajuela con el tapon de algoddn hacia delante en el cuerpo del
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catéter desenroscado y la punta del catéter se aptica sobre el extremo abierlo
de la pajuela que mira unos milimetros fuera del catéter y se enrosca. Los
dltimos catéteres de implantacién presentan el mismo calibre en toda su longitud y
se pueden montar desde el extremo posterior sin necesidad de desenroscar la
punta. A continuacion, mediante el fiador, se desplaza ia pajuela a través del
cuerpo del catéter hacia delante hasta situarla en la punta del mismo. El catéter
de transferencia es igual que un catéter de inseminacién diferenciandose
unicamente en ia longitud, siendo algo mas largo, v en que la funda de plastico
presenta una cabeza de metal con dos aperturas laterales.

Una vez montados los diferentes catéteres se avanza ruidadosamente el fiador
hiasta que aparezca una gota de medic en la apertura del catéter. De este modo se
avita que, durante la transferencia, se llene la punta del mismo de moco donde
quedaria et embrion retenido al inyectario siendo arrastrado fuera del animal al

retirar el catéter.

El cateter, ya antes de montarse, se debe proteger con una camisa sanitaria
abierta en su extremo posterior con ta que se introducird a través de Ia vagina
hasta el cervix. A continuacién se tira caudalmente de ella hasta perforarse vy
relirarse del catéter para pasar este a través del cervix al cuerpoc y cuerng uterino
ya sin la funda. Es conveniente, una vez en el cuerno, avanzar el catéter muy

cuidadosamente por lo menos hasta la curvatura mayor o, incluso, si es posible,

pasar esta hasta el tercio craneal del cuerno y depositar alli el embrién.
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El paso del cervix con el catéter de transferencia es para un profesional
expenmentado relativamente facil, siendo algo mas complicado al principio el
introducirio en uno u otro cuerno. En caso de una manipulacién inadecuada y algo
violenta se puede dafar o incluso perforar el cuerno uterino facilmente a la altura
de la curvatura mayor. Movimientos bruscos del animal también pueden traer como
consecuencia la perforacidn de la matriz que no sera de mayor importancia siempre
que sea de caracter puntual, no se produzcan hemerragias y no se introduzcan
conteminaciones en la cavidad peritoneas. Cuando esto ocurre, si so dispone de
Otra receptora para et embridn, se debe interrumpir inmediatamente 1a transferencia
por razones de seguridad. En su defecto se puede depositar el embrién en el otro
cuernc uterino del mismo animal (transferencia contralateral) pero las tasas de

prefiez se ven mermadas por lo menos en un 30%.

igura 7.4 Montaje del catéter para una transferencia incruenta con una pajuela ya
reparada.




A veces resulta complicado avanzar suficientemente el catéter en el cuerno uterino
para depositar el embrion. Para Iograr superar la posicidbn craneoventraimente
caida del cuerno tras la curvatura mayor puede servir de ayuda tomar dicho cuerno
entre el pulgar y dedos indice y corazén, levantarlo estirdndolo un poco y en ese
momento avanzar cuidadosamente el catéter, volver a realizar el mismo proceso de
nuevo y asi, poco a poco, ir avanzando en el cuerno hasta alcanzar la posicién
deseada. En el momento en que el catéter se encuentre en la posicibn requerida se
presiona cl.mandril depositando el embribn en el lumen uterino. Si no se ha
conseguido introducir el catéter suficientemente craneal en el cuerno o dnicamente es
posible hacerlo con un riesgo elevade de dafar la matriz, solo nos queda la
pcsibilidad de deponer el embrifn en una posicibn mas caudai en el cuerno, Qira
alternativa es disponer siempre de una 0 dos receptoras en reserva 1o que evita
situacionecs algo embarazosas, sobre todo paia los que acaban de empezar, en

caso de no lograr pasar el cervix.

Tras un intento fallido de transferencia se debe cambiar el catéter por unc nuevo
puesto quea en un paso dificit del cervix se suele acumular sangre 0 moco en [a punta
del mismo ¢ incluso, tras muchos intentos obstinados, hasta en el extremo de !a

pajuela. Ademas hay que tener en cuenta, por supuesto, el riesgo de transmision

de gérmenes al introducir el mismo catéter de un animal al otro.




Figura 7.5 Transferencia incruenta de embriones. La rotulacién del animal (tres
lineas en la grupa izquierda) significa que el embrién se debe implantar en el cuerno
izquierdo y que el animal es de muy buena calidad como receptor.

7. Almacenamiento y Conservacién de los Embriones

Los embriones obtenigos tras el lavado se pueden manipular de diversas formas.
Asi pues, el mantenimiento de los embriones en medio de cultivo a temperatura
ambiente es ¢! modo mas efectivo y faci! de superar ur intervalo corto de tiempo
(c2 varias horas} y de gran inlerés es la crioconservacion en caso de tratarse de
periodos de tiempo mas grandes o de tener que salvarse distancias considerables
{comercio de importacidn/exportacién, escasez de receptoras, reserva genética,
examenes analiticos previos a la transferenciaftipificacién del genoma). Tras
muchos intentos e investigaciones en los dltimos decenios se ha conseguido

instaurar de una manera satisfactoria la congeiacion de los embriones

consiyuiéndose tasas de prefiez del 50% o mas.




71 Conservacién provisional/cultive a corto plazo

La conservacion provisional o cultivo a corto plazo de los embriones a
temperatura ambiente permite un desarrollo mucho mas flexible de los programas
de ET. Asi pues se puede, por efemplo, realizar pfimero los lavados de todas las
donantes y a continuacion todas las transferencias. En caso de situarse las
receptoras a determinada distancia del establo de las donantes se pueden
A
mantener durante unas horas los embriones y transportarse luego en medio de
cultivo hasta ser transferidos. El cultivo de los embriones durante 6 u 8 horas no
merma en-absoluto el resultado de las transferencias. Sin embarge, una vez
superado este tiempo, hay que contar con una disminucion de las tasas de
prefiez. Segin va aumentando el intervalo de tiempc van empeorando los
resultados de la implantacién, siendo mejores 10 horas de cullive que 12 y 12
mejores que 14, etc.. hasta que tras un intervalo de 24 horas de cuitivo solo cabe
esperar unas tasas de prefiez a la transierencia muy malas, como se ha visto ya en
la practica de la ET. Por lo tanto los embriones obtenidos se deben transfenr o
antes posible a tas receploras puesto fque el ttero ofrzce las mejores condiciones

para su supervivencia.

El mantenimiento tcmporal de los embriones en refrigeracion de 4°C hasta 8°C
provoca una ralentizacion en et metabolismo celular que puede ser convenierte en el

caso de tener que cultivarlos durante mas de 8 horas, pero este métode no se ha

llegado a impaoner en la practica (tasas de prefez reducidas).
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7.2 Crioconservacion

El objetivo de la crioconservacion es la interrupcion del metabolismo celular por
un tiempe determinado arbitrariamente, durante el que los embriones se mantienen
en una anabiosis artificial. La actividad metabdlica de los embriones conservados y
almacenados en nitrogeno liquido (punto de ebullicion -196°C) es practicamente
cero puesto que a esas temperaturas no es posible ningln movimiento motecular.

El momento mas critico y sensible de la crioconservacion de embriones es el
congelado y descongelado puesto que es, en ese instante, cuando se suceden una
infinidad de procesos fisico-quimicos regidos por las diferencias de temperatura y
transporte de agua entre las células y el medio. Los danos de congelacién en el
embrion se producen o bien por el gradiente de osmolaridad que provoca
tensiones mecanicas sobre las membranas de las organelas celulares de los
embricnes o por efectos bioquimicos debido a la toxicidad de las soluciones
crioprotectoras. Sin embargo el mantenimiento de las caracteristicas originales del
embrién (metaboiismo y capacidad de crecimiento) tras su congelado es tnicamente
posible con la utilizacién de cricprotectores y de diferentes protocolos de

congelacion,

7.2.1 Congelado
Antes de 1a congelacion los embriones se lavan 10 veces en medio de cultivo
mientras se sucede su valoracion y clasificacion y se mantienen en una vertido ya

en rutinaria para los equipos de ET. Para ello se preparan primero los embriones a

congelar en glicerina y se refrigeran {(hasta -6°C), tiempo (10, 15 minutos) en el que
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se incuban, preparan y mantienen lgs otros embriones para congelar con el metodo

directo.

Es muy facil organizar tecnicamente este intervalo de tiempo y consequir congelar
simuitaneamente con ambos metodos. Una vez que todas las pajuelas con los
embriones se encuentran en la congeladora se induce la cristalizacion (seeding) a
-6°C y se mantienen a esta misma temperatura durante 5 minutos. La cristalizacion
se induce manualmente con una pinza sumergida previamente en nitrogeno liquido o
automaticamente mediante un programa moderno de congelacion con sustancias
crioestaticas. A partir de ahi se baja |la temperatura a una velocidad de 0,5°C por

minuto hasta el final del programa de congelacion,

I_a temperatura tinal de congeiacicn es de -35°C y se alcanza mas ¢ menos una hora
‘despues iras lo que se introducen las pajuelas en nitrogeno liquide donde podran
ser almacenadas. Este pasc se puede hacer directamentz o bien dejar los
embriones 30 minutos en ia maquina de congelar a !a temperatura de -35°C para
despuas sumergirlos en el nitrogeno liquido. El transvase de las pajuelas de ia
congeladora al nitrogeno debe sgr rapide para evitar calentamientos y oscitaciones

de temperatura innecesarios.

El intervalo de tiempo desde la recogida de los embriones hasta su congelacion
es para ellos muy critico y debe procurarse no prolongario nunca mas alli de 4

horas ya que la congeiacion supone para los embriones un proceso bastante

traumatico. E! cultivar los embriones antes de la crioconservacion durante un




77

espacio de tiempo muy largo (> 4 horas) perjudica la vitalidad de los mismos vy

disminuye el exito en su transferencia.

La crioconservacion de los embriones se puede llevar a cabo segun muy diferentes
metodos que sin embargo solo se describen aqui en caso de ser de importancia
para la ET llevada a la practica y de ser utilizados en general. Los diferentes
medios y su sintesis (crioprotectores, medio de descongelado

\

y de cuitive) se describen en el Capitulo 13.

7.2.2 Almacenamiento

Los embriones criopreservados se almacenan en tanques de nitrogeno liquido a
196°C bajo cero. No se producen danos o© variaciones durante su
almacenamiento en intervalcs de tiempo abarcabies (por e)., 20 ahos) puesto que
lbs unicos danos posibles a iraves de radiacicnes extranas que podrian tener
efecto, se producirian en espacios de tiempo muchfsimo mas prolongados
{milenios). Sin embargo la preservacidn y almacenamiento indefinido dz los
embriones sin peligro de sufrir dafio alguno esta solamente garantizada mientras
haya nitrogeno en el tanque. En el momento en que el nilrdgeno se haya
evaporado se calienta el sistema {el tanque, el interior del mismo y su contenido)

porque el frié de vaporizacién que actia como regulador de la estabilidad en la

temperatura faltaria y los embriones se mueren.




Los requisitos administrativos para el correcto almacenamiento sostienen que se
deben mantener en contenedores adecuados donde no se almacenen otro tipo de
células (por ej., semen) y en edificios autorizados para ello por las autoridades
competentes. Siempre que los embriones se depositen por separado en distintos
tanques se pueden mantener en Ios almacenes (laboratoric de

cridpreservacion/almacén de semen) de centros de inseminacion artificial.

7.23 Descongelado

El descongelado de los embriones criopreservados se realiza de diferente manera
segln la t'écnica seguida durante el congelado y debe de llevarse a cabo
siguienco estriclamente las indicactones precisas, principaimente cuando se trata de
embriones comprados. La documentacién que acompaha a los embriones
comprados consta normalmente, ademas de: los documentos obligatorios
{cortificade de sanidad, certificado de cvocito, certificads de origen de los padres

genéticos), de un protocolo de congelado con instrucciones para el descongelado

donde se detallan los pascs necesarios para la dilucion del crioprotector.

Se han desarrollado protocolos estandar de descongeiado, de uso ya comun,
para cada uno de los diferentes métodos de criopreservacion. De esta manera se
extraen las pajuelas con los embriones congelados del nitrégeno liguido segin las
indicaciones pertinentes, se mantienen 15 segundos en el aire y a continuacion

otros 15 segundos en agua caliente a 30°C donde descongelan. Después de esto

se secan las pajuelas, se quita e bastdn o tapdn rotulado (stick) y. segun la
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- técnica de congelado seguida, o se someten a una manipulacion previa (dilucién de

%
5

la glicerina) o, si son embriones conservados en stilenglicol, se transfieren

directamente.

7.3 Métodos de criopreservacion y congelado

El congelado de embriones de bovino que se Ilevqﬁdesarrollando durante, al menos,
15 anos la dade como resultado diferentes métodos de crioconservacion que se
usan, en muchos casos, de modo paralelo. Por ello sigue dandose el caso de tener
que transferir embriones congelados durante este lapso de tiempo segun diferentes
métodos de criopreservacion (importacién de restos antiguos de almacenes de
Norteameérica, desalojo de almacenes, iransferencia de embriones de reservas
genéticas, etc.} y que deben ser descongelados siguiendo el protocoio adecuado.

Cada método de congelacion requiere un tratamiento diferente en el descongelada.

7.3.1 Método estindar

La congeiacion de embriones de bovino utilizando glicerina como crioprotector es
el método mas difundido actualmente por lo que se le conoce con el nombre de
amétodo estandar» de criopreservacion de embriones bovinos. Este método

garantiza unos resultados a las transferencias bastanie estables incluse en

condiciones ambientales muy variadas.
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La crioproteccién, preparacion y criopreservacion de los embriones se sucede de
manera muy sencilla a través de varios pasos que se repiten frecuentemente
‘como describimos a continuacion: los embriones se mantienen en el crioprotector
{medio de glicerina) a temperatura ambiente durante 1015 minutos y se aspiran en
las pajuelas. Las pajuelas se preparan de la misma manera qﬁe para la

transferencia en fresco (Capitulo 7} seliandose con un tapdn rotulado (stick).

El congelado de los embriones se comienza con una temperatura de +6°C como ya
se describid.

E! descongelado de estos embricnes se lleva a cabo siguiendo el protocolo estandar
(15 segundos en ¢l aire, 15 segundos en agua caliente a 30°C), tras lo que sc seca
la pajuela y se quita el stick. El extremo abierito de la pajuela se coloca
perpendicular ¢ alge inclinadamenie sobre una placa de Petri vacia vy se corta ei
tapén de algoddon. El contenido de la pajuela fluye hacia afuera encontrandose el
embrién en el medio del crioprotector en la placa de Petri. Si por aiguna excepciin
no estuviera el embridon alli se debe iavar fa pajuela con medic de dilucidn 1

{glicerina al 6,6%).

La dilucion del crioprotector se realiza pasando el embrion del medic de congelado

a una soluc16n de glicerina, sacarosa y PBS con un gradiente de concentracion

decreciente.
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tapon de aigedon embrién en el medic de glicenna

bastén rotulado

burbujas de awe
|

medio de akcerina medio de alicerina

Figura 8.1 Esquema del Llenado de la pajuela de congelado semen el método
estindar.

!

Figura 8.2 Sellado de la pajuela ya preparada para la criopreservacion con un slick
rotulado.

17 paso: de 5 a 7 minutos en una dilucién de glicerina al 6,.6% con solucion de PBS
y sacarosa 0,3 M.

2° paso: de 5 a 7 minutes en una dilucién de glicerina al 3,3% con solucion de PBS

y sacarosa 0.3 M.

3 paso: de 5 a 7 minufos en una dilucion de PBS vy sacarosa 0,3 M. 4° paso:

10 minutos en medio de cultivo.




4° paso: 10 minutos en medio de cultivo.

En el medio del 4° paso se lava el embridn 10 veces tras lo que puede ser

transferido.

Figura 8.3 Pajuela cargada y preparada para la crioconservacion con el
embrién (en el segmento central), las burbujas de aire y los segmentos de
medio.

7.3.2 Metodo One-step

La criopreservacidon de los embriones segin el método one-step es el desarrolle
ulterior del método estandar, utilizando el mismo crioprotector {medic de glicerina) y
el mismo protocolo de congelado. Se diferencian unicamente en la preparacién
conjunta en la pajuela del crioprotector del embridn y del medio de dilucion, asi

como en una manipulacién mas sencilia a la hota de descongelar

La preparacién de las pajuelas se realiza paso a paso. Primero sg aspira medio
de diucion y descongelado one-step hasta rellenar mas o menos 1/3 de la najuela, a
continuacion se aspira un poco de aire, luego el embrion en el medic de congelado
con ia glicerina, de nuevo una burbuja de aire vy, finalmente, se llena la pajuela hasta

el final con medio de dilucién v descongelado one-step antes de sellarla con el

bastén rotulado.
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En el método de congelado one-step se considera que los volumenes de cada medio
son ideales cuando el segmento central de glicerina con el embrion y las burbujas de
aire no ocupan mas de un tercio de la pajuela y los segmentos de medio de
descongelado a cada lado del embridn ocupan cada uno, como poco, 1/3 de Ja

misma. El congelado se sucede de forma idéntica a la del método estandar.

El descongelado de los embriones asi criopreservados se comienza corno ya se ha
descrito anteriormente (15 segundos en el aire y 15 segundos en agua caliente a
30°C) tras lo que, directamente después, se seca la pajuela y mediante una
agitacion se diluyen las burbujas de aire mezclandose el medio crioprotector junto

con el medio de dilucién y descongelado one-step en la pajuela aun cerrada.

A continuacion se mantiene la pajuela en posicion horizontal y a temperatura
ambiente durante 10 minutos. En este tiempo el embrién recupera parte del
agua cedida al crioprotector al liberarse parcialmenie de el. Una vez transcurridos los

10 minutos se quita el stick rotulado v se carga el cateier de transferencia tras 1o que

se transfiere el embridn (Fig. 8.8, 8.9 ).

‘;
¥
:
T
.
H
j
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Figura 8.4 introduccion de las pajueias en la camara de refrigeracidn de una
maquina congeladora de embriones computerizada.

Figura 8.5 Sucesion de los medios de dilucion sobre una placa caliente para ia
dilucion progresiva de los embriones congelados (método estandar).
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7.3.3 Transferencia directa

La criopreservacion de los embriones utilizando etilenglicol como crioprotector y su
transferencia directa tras el descongelado se conoce con el nombre de quick thaw
embryos y se hizo famoso en 1993 en los EE.UU. Se trata de la técnica de

criopreservacion mas sencilla para la practica realizada hasta ahora.

Los embriones congelados segun este método se transfieren directamente una vez
descongelados sin necesidad de diluir ni lavar el crioprotector (etilenglicol). De este
modo se consigue que el despliegue técnico y de tiempo necesario para hacer la
transferencia de un embrién criocconservado en etilenglicol no sea mayor que la

requerida en una inseminacién artificial con semen congelado.

Parz evitar ia confusion durante 1a manipulacién de los embriones criopreservados
en etilenglicol respecto a los embriones congelados con otras técnicas. se
preparan estos segln un convenio aceptadu a nivel internacional, en pajuclas
amarillas transparentes y con sficks amarillos rotulados con las iniciales DT de

«transferencia directa», ademas de la rotulacion habitual para la identificacidn de los

2mbriones




Figura 8.6 embribn colapsado (de buena calidad} inmediatamente después del
descongelado y antes del transvase de la solucién del paso 3° al medio de cultivo.

Las tasas de prefiez que se consiguen con los embriones congelados en ctilengiicol
son comparables o incluso mejores a los obtenidos con los embriones
griopreservados segun el método estandar. Sin embaigo, el intervalo en el que
oscilan estos resultados es mas amplio variando mucho segin los diferentes
programas de ET o segun los equipos de ET que trabzjan, lo que da pie a cuestionar

en algo 1a utilizacién de este método.

El equilibramiento de los embriones criopreservados segun la técnica de !a
transferencia directa tiene lugar en el medic de etilenglicol durante 10 o 15 minutos,

~igualmente que en el método anterior. La preparacién de las pajuelas se puede




realizar de dos formal diferentes: o bien se rellenan solamente con medio de
etilenglicol mas el embridn o bien se aspiran segmentos separados con medic de
cultivo y por otro lado el embridn en el medio crioprotector con etilenglicol,
pareciendo ser esta uitima opcion la mas conveniente. En ambos casos se aspira el
embrion en el medic de etilenglicol de manera que quede localizado en el
segmento central de la pajuela y delimitado a ambos lados por una burbuja de

aire.

Si la pajuela se prepara Gnicamente con etilenglicol se aspira, primeramente, medio
crioprotector hasta 1/3 de la misma, luego algo de aire, a continuacidn el embrién en
el etilenglicol, de nuevo una burbuja de aire y, finalmente, etiienglicol hasta relienar

totalmente ia najuela.

Si se prepara do la scaunda manera se hace de modo idéntico al método one-
step solo que utilizando otros medios. Primeramente se aspira medio de cultivo
hasta un 1/3 de la pajuela, luego un poco de aire para separar el

Embnron en el crioprotactor que se aspirara a continuacion, de nuevo ofra burbuja de

aire y el resto de la pajuela se rellena de medic de cultivo.
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embindn en of medo de ghoenna

baston rotulado

. madio de dducidn onhe-siep modio Ye diludén one-step
apén de algodan

1 embnon en e medio ¢ congelado mezciado con & madio de dilucion

baston rotutade

R

burbua de airey

Figura 8.7 Esquema de un embribn preparado para el método one-step: arriba) listo
para la congelacibn y almacenaje; abajo) listo para su transferencia una vez
descongelado.

Una vez montadas las pajuelas y transcurrido el tiempo de equilibramiento se
pasan estas de la temperatura ambiental, directamente, al interior de la maquina
de congelar que debe ofrecer ya una temperatura de -6°C, La cristalizacién se
induce 5 minutos después y se refrigera a una velocidad de 0.5°C pcr minuto
hasta zlcanzar -35°C. Luego se introducen las pajueias en el nitrégeno liqutdo'.
Este paso se puede realizar, también inmediatamente tras concluirse Ia
refrigeracion hasta esa temperatura o bien, dejando antes los embriones durante 30

minutos a -35 C.

Para descongelarlos se procede de manera idéntica a la ya descrita para los

otros meétodos (15 segundos en el aire y 15 en agua a 30°C), se seca la pajuela,
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se quita el stick y se transfiere el embrion lo més rapidamente posible.

mbidn en el meo de etdenghcol
o v bastdn rotulado

burbujas de e

I
medio de ebionglicol Mmedio de etilenghicol

tapon de algedén

embnon en ei medio de eblenglicao?

N §i
il e ol
|

baston rotwlado

burbugys de are

medo de cullivo meduw de cuitive

Figura 8.10 Csquema de pajuelas preparadas para la transferencia directa; arriba)
pajuela rellena de medic de etilenglicol, abajo) sclamente el embridn se encuentra
en & medio de etitenglicol, cstando los otros segmentos de la pajuela reilenos de
medic de cultivo.

7.3.4 Vitrificacién

La vitrificacion es, de los matodos descritos de conservacidn de embriones bovinos,
el mis facil. Sin embarge no ha alcanzado ninguna retevancia en la rutina de la ET
puesto que los resultados de las transferencias son tan solo de un 30%. Pero en
circunstancias especiales la vitrificacion puede ser una buena alternativa puesto que
nos permite criopreservar los embriones sin necesidad de magquina de congelar, Por

ejemplo, en el caso de programas de ET en paises en vias de desarrollo, donde no

es nada facil hacer llegar una congeladora de embriones (gastos de transporte agreo,
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danos en el transporte, requisitos aduaneros) adquiere gran importancia este
método.

L.os embriones a vitrificar se sumergen en el medio crioprotector durante 10-15
minutos para que equilibren y sean capaces de superar la congelacién. A
continuaciéon se pasa, cha embrion por separado, bajo control visual por

microscopio, al medio de vitrificacion, donde se dejan durante un minuto.

Figura 8.11 Gota de medio de vitrificacion englobando el embrion formada en l2 punta
de una Unopette® justo antes de caer en e! nitr6geno liquido.

Luego con una Unopette’® se aspira primeramente un poco de medio de vitrificacion
G y

luego el embrion en el mismo medio hasta Henar por completo la Unopette’.

Inmeciatamente después se va vaciando la Unopette’ muy daspacio sobre nitrogeno
liquido de manera que el medic englobando el embridén forma una gota en la punta
de la Unopettc que caerd en el nitrogeno congeldndose instantaneamente y que

precipitara hasta ¢l fondo en forma de pellet vitrificado.

Los embriones asi criopreservados en forma de pellet vitrificado se extraen con una

. pinza del nitrogeno liquido y se introducen en recipientes adecuados (por .,

. Gobelets) que a su vez se almacenaran de nuevo en nitrogeno liquido.
k

,é
1
;
?
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Para descongelarlos se saca con una pinza el pellet del Gobelet y se pasa a una
placa de Petri con medio de dilucion a temperatura ambiente, dejandolo asi
durante 5 minutos. Los embriones se examinan después al microscopio, se lavan

en medio de cultivo, se aspiran en pajuelas y se transfieren.

Figura 8.12 Pellet vitrificado {congelado) en nitrogeno liquide originado a nartir ¢e una
gota de niedio de vitrificacion englobandc el embrién. Abaic Gobelet rotulade para el
almacenaje dc los embriones,
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