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RESUMEN .

S

oy El objetivo de’ esta presentaC1on es’comentar las biotec
nologlas de la reproducc1on animal, esPec1almente ague:
llas aolicadas’ en la especie bOV1na ‘Bntre estas se’ men
cionardn la sircronizacidh de ‘tos’ ciclos estrales, lasu
“'perovulaczon, la transferencia de..embriones, .la crlonre
servacién, la produccidn. de multlples a través de cultl—’
vo de blastdmeros o m1croc1ru91a. Otras técnicas de aph‘
cacién futura seradn comentadas Prevemente, por e;emplola‘
o determlna01on de sexo, la fertlllzad£6n in-vitro, ‘la pro:
ducc1on de animales transqenetlcos etc.

' Sequramente todas (stas bxotecnlcas ‘eontribdirdn en- algu
na forma a aliviar lqs problemas de“dTimentacidn 'y ‘a: me.:
jorar la calidad d&- vida 86 108" “pueblos; especxalmenteen
‘Ios paises en desarrodlo- ovsubdesarrollados.

El progreso que se ha hecho en ia’ ultlma ‘década ha sido
espectacular y el que se realiiara en e1 futuro no tiene
1imit s imaginables. :

INTRODUCCION SRR TR

Las técnicas asociadas con la transferencia de embricties han-sido:utilizadas.tag
to en investigacidn como en la prictica. A pesar que esta biotécnica ha sido..
aplicada ‘en la reproduccidn: arimal a.partir del afio, 1972,. el progreso qenetlco
que se ha obtenido ha revolucionado. la 1ndustr1a an;mal Esto se observa en Tos
paises en desarrollo’ mejor. . - '

La técnica de la transferéncia de ‘embriones én &1-bovine fue inicialmente desa
rrollada en las Universidades € Institutos de Investigacién. Aunque la metodolo-
gia se desarrollo primeramenteé-en animales .de. laboratorlo, como la laucha,la co.
neja y ‘en otras especies domésticas-como 1a ove1a, ja transferenc1a de embriones
ha adquirido mayor desarrollo y aplicacidn prictica en la especie bovina.
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En la dltima década un gran nimero de avances biotecnolégicos han ocurrido, entre
los que se pueden mencionar laisincronizacidén de los ciclos estrales de las hem
bras con el aparecimiento de nroducto como la nrostaglandina F_o (PGF.0), la su-
perovulacidn con el usc de hormonas gonadotrdficas, espec1almen€e con los prepara
dos comerciales de la hormona foliculo estimulante vorcina (FSH-P) v la qonadotro
fina sérica de vequa prefiada (PMS-G) con las cuales se obtiene gran cantidad de
gametos femeninos (obcitos) "Aué al ser fertilizados v en-combinacién con la trans
ferencia de embriones aumentan la productividad de la hembra v aceleran el proqre
so genético al obtener un qran nimero de cria de hembras alite.

La criopréservacidn de embriongg a la temperatura del nitrdageno liquido (-196° C)
ha permitido suspender el proceso de la vida y mantener indefinidamente bancos de
gametos. La microcirugia y el cultivo de blastSmeras ha permitido la produccién
de mellizos o maltiples idénticos.

Otras t&cnicas de aplicacidn futura que actualmente se estdn desarrollando en los

laboratarios .sen aquellas que se relacionan con la determinacién del sexo, lascua
les identifican machos de hembras, ya sea a través de la separacién de los esper-
mios o a través de la identificacidn de los embriones. La maduracidn in vitro de

los ococitos obtenidos desde los ovarios, de los cientos que poseen las hembras.La

fertilizacidén in vitro (IVF). La produccién de copias de individuos genéticamente

idénticos a través del clonaje, ya sea'con transplantes nucleares o la introduccid
de DNA dentro del niicleo en la produccién de animales transgenéticos.

Algunos paises en desarrollo recién comienzan a aplicar alquna de estas biotecnob
gias, especialmente la transferencza de, embriones, otros en. cambio siguen luchando
para aplicar afin ‘tecnologfas tan simples como es la inseminacién artificial, que
atn m ha tenido el desarrollo que debiera haber tenido.

Es dificil imaginar el rol que jugarén las biotecnologias en:la produccién animal
pero con seguridad causardn un- gran camblo en el futuro.- .

Los paises desarrollados han comprendldo.la importanc1a que txenen ‘estas biotécni-
cas en el desarrollo de: sus, pueblos y es por esto. que existe una gran cantidad de
cientificos que en diferentes partes del myndo’ trabajan 1nvest1qando sobre ellas.

Seguramente todas estas biotécnicas contribuirdn “en alguna forma a aliviar los pro
blemas de alimentacidn y a mejorar.la calidad de vida de los pueblos, especialmen-
te en los paises subdesarrollados o en. desarrollo.

El objetivo principal de esta presentacxén es ‘entregar una -idea general de las bio
tecnologias que :se estdn desarrollando o aplicando actualmente en la reproduccidn
animal, especialmente en la espe01e bovina., No es la 1ntenc16n de este informe dar
detalles de cada una de las técnicas que se indican.

SUPEROVULACION

Con los tratamlentos de superovulacién: se trata de obtener un alto numero de embrio
nes’ viahles.--

Uno de los mayores problemas relacionados con la-ET ha s;do el no haber encorrtrado
hasta ahora un método eficienté que controle el nimeroc de .ovulaciones cuando una
hembra es inyectada con gonadotrofinas. Las hormonas y esquemas. de tratamiento i
1lzados producen respuestas excesivamente variables haciendo imposible controlar el
nimero de ‘gvulaciones 'y consecuentemente el nimero de ooc1tos 11berados.

Las gonadotroflnas mis usadas son: 1a Hormona Foliculo Eetlmulante Porecina (FSH--P)
la Gonadotrofina Serlca de Yequa Prenada (PMS-G) y la Gonadotrofina Menopdusica Hu
mana (HMG).

Generalmente los tratamientos de superovulacidn se comienzan durante los dias 9-10
del ciclo estral. Consideréndose el dia del celo como dia O (dia cero). Normalmen
te las donantes son tratadas con una dosis total de, 28 - 30 mg de FSH-P. Esta do-
sis se distribuye en 8 inyecciones administradas 2 veces al dfa” (Ver Cuadro N°1).
Una dosis de PGF.0 es administrada junto con la 5a. inyeccién de FSH, es decir 60
horas mis tarde dé la primera inyeccidén de FSH.
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Las hembras presentan celo 36 a 48 horas despuds de la PGF. La donante que pre-
senta celo es inseminada rutinariamente 12 a 24 horas.despuds del comienzo del
celo con una dosis de semen cada vez. Si la hembra donante no estd ciclando nor
malmente o no se sable con seguridad cuando presentd celo se puede utilizar Syn-
chro-Mate-B (Ceva Labs.Inc., Overland Park, K.S., U.S.A.), un implante que se in
serta en la ore]a y se mantiene por 9 dias . El tratamiento con FSH se comienza
7 dias después de haber colocado el implante (el primér dia de colocacién del im
plante se considera como dia 0, Cuadro N°2). El esquema de IA es 51mllar al des
crito anteriormente.

El implante de Synchro-Mate-B contiene 6 mg de progesterona sintética, norgesto=
met (17 a acetoxy - II B metil 19 nor-pregn~4-ene-3,20 dione). La colocaciéndel
implante en la oreja es acompafiada de una inyeccién IM (1 ml) de 3 'mg norgestomet
y 5 mg de valerato de estradiol.

La FSH-P (P = porcina) la producen diferentes laboratorios (ej.: FSH-P Burns-Bio
tec; FSH-P, Shering Corp. Kenilworth, NY, U.S.A.). Recientemente ha aparecido e
el mercado el Foltropin (Vetrepharm Inc., London, Ontario, Canadd) una FSH-P alta
mente purificada. Ademds, el laboratorio Elea (Saladillo, BS Argentina), estd
colocando en el mercado la Folitropina, otro producto preparado en base a un homo
genado parcialmente purificado de pituitarias porcinas.

Muchos de estos productos contienen, ademds de la FSH, gran cantidad de LH lo que
hace variar su eficacia (1, 2, 3).

Se ha indicado que la vida media de la FSH en la vaca es de aproximadamente 5.ho
ras, por esta razdn se hace necesario inyectarla 2 veces al dia para que produzca
una respuesta ovulatoria.

La PMS-G tiene la ventaja que es inyectada en una dosis dinica lo que hace mis f£3-
dl el trabajo en condiciones de terreno, cuando se realizan tratamientos con per
sonal no especializado. Esta hormona es un complejo glicoproteico con actividad
FSil Y LH y tiene una vida media de aproximadamente 40 horas (5). Se ha 1nd1cado
que se mantiene en la circulacidn sanguinea por mds de 10 dias (6).

Los tratamientos de superovulacidn en base a esta hormona se comienzan el dia 9
o 10 del ciclo, utilizando una dosis iinica de 1.500 a 2.500 UI por animal.Cuaren
ta y ocho horas mis tarde se inyecta la PGF para inducir la luteolisis del CLdel
ciclo.

Para prevenir la larga accidén de la PMS-G se han utilizado anticuerpos en contra
de- la hormona (anti PMS-G) en esta forma se cree que se disminuirfia la sobreesti
mulacidén ovdrica (7). El tiempo m@s indicado para inyectar la anti PMS-G es 12
horas después del comienzo dewcelo (8).

Los esquemas de tratamiento de cuperovulac1on con la hormona menop&usica humana
son similares al utilizado con la FSH-P (inyeccién cada 12 horas por 4 dias).El
problema de su uso es el alto costo. '

Algunos factoves que deben considerarse al reallzar un tratamiento de superovula
c:Lon-

1. Hembras donantes que ciclen- normalmente, que estén-en un buen estado reproduc
tivo (ej.: 50 dias post parto, sin alteraciones o metrltls), sanitario y de nutri
cidn (ej,: no aema51ado gordaq o demasiado flacas).

2. Hembras sin historial de fertilidad.

3. Es recomendable comenzar los tratamlentos el dia 9 o 10 del ciclo, a pesar:
que las hembras responden entre los dias 6 - 14 (9).

4. Hormonas aluamente puerificadas con una alta actividad FSH tendrdn un efecto

.positivo .en las tasac de fertilizacidn y niimero de embriones transferibles. Se ha
indicado que los efectos nocivos a altas d051s de gonadotrofinas estarian relacio
nados con un aito contenido de LH de estos preparados - comercmales (10) .

5.  Administracidn. de la FSH-P en dosis decrecientes por un lapso de tiempo de 4
a 5 dias, ut*llzando una dosis total entre 28 y 30 mg de FSH mejora la respuesta
superovulatoria (11) '
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6. Se ha indicado que hembras adultas o lactantes responden mejor con dosis de
FSH mds altas que las hembras jévenes (12). Al respectc, también debe conside--
rarse la raza de la donante. Hembras Bos-indicus requieren menores dosis que
hembras Bos>taurus (12).

7. Si la respuesta ovulatoria no es buena, puede aumentarse la dosis gonadotro-
fica en el tratamiento siguiente. Si la calidad de los embriones es deficiente
en vacas sobreestimuladas (gran N° de CL) serd necesario disminuir la dosis de
gonadotrofina.

8. Asegurarse que el CL presente durante el tratamiento superovulatorio sufra
una completa regresidn. Asi se impedird anormalidades de los oocitos o un des-
balance endécrino. o

9. Existen hembras que responden mejor con tratamientos que se comienzan mis tem
pranc en el ciclo. Esto puede estar relacionado con una asincronia de la onda
folicular (14).

10. Tomar en consideracidn la coleccidn simple de un embrién en hembras no some-
tidas a tratamiento.

La variabilidad a la respuesta ovulatoria utilizando gonadotrofinas ha sido atri-
buida a diferentes causas. Entre las cuales se han indicado: a) Preparacién y
lote de la hormecna; b) Duracidén y tiempo de comienzo del tratamiento; c) Dosis
total utilizada (1, 11). Otras causas estarian relacionadas con la hembra misma
como son: a) estado nutricional y reproductivo; b) edad, raza; c) estacién del
afio.

TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

La TE se ha aplicado pricticamente a casi la totalidad de las especies domdsticas
y también a especies salvajes (zooldégicc ) y exdticas. La especie humana no ha
escapado a esta tecnologia.

Un prerequisito para la aplicacidn practica de la TE es el uso de métodos no qulru
gicos de coleccidn y transferencia de embriones.

La TE envuelve muchos pasos que individualmente influyen en los resultados finales
es decir, en el niimero de crias nacidas.

La TE produce un mejoramiento genético aumentando la tasa reproductiva, especialmen
te cuando se combina con la superovulacidén. Por ejemplo, si todos los reemplazos
se pudieran obtener del 10% de mejores hembras del rebafio, el progreso genético, se
ria aproximadamente 3 veces mds ripido que utilizando la seleccidn normal. Sin em-
bargo, la mayoria de los genetistas estdn de acuerdo que la TE produce un progreso
genético mds lento que si se usara la IA. Esta aseveracidn es correcta si se consi
dera que la IA es aplicada a una gran poblacidn (programa nacional por ejemplo) de
hembras, pero si se toma en consideracién un s6lo rebafio con hembras elite a lascua
les se les somete a tratamiento de superovulacién y TE se producird un aumento de
1a intensidad de seleccién y se acortard el intervalo generacional.

Si la TE se aplica a hembras elite, la genética de ‘éstas se diseminari a grandes re
bafios a través del uso de la IA. De hecho la TE se utiliza para la produccién de
toros para inseminacidn.

Una de las desvéntajas de la TE es su alto costo, por lo tanto, si se optimizan los
resultados, los costos se reducirdn para el ganadero. Los costos (directos) mayo-
res para el ganadero son la cancelacidn del .servicio y lo relacionado con las re-
ceptoras y sus crias. Los costos indirectos 1ncluyen el interés sobre la inversidén
y las pérdidas. .Para que una cria obtenida por transferencia sea conveniente produ
cirla, debe tener un valor aproximado de 2 O 3 veces mayor que: “el valor de una aia
obtenida en forma convencional (IA).

En un comienzo los embriones fueron colectados quirlirgicamente desde el tracto re-
productivo de la vaca (17) . Posteriormente, en el afio 1976 se reportaron las téc-
nicas no quirfirgicas de coleccidén (18, 19). Bdsicamente todas las técnicas no @i
riirgicas son similares y consisten en el paso de un catéter Foley a través delcer
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vix y su ubicacidén en uno de lo$ cuernos uterinos.

En la especie que mds se ha aplicado TE es en la especie bovina, no s8lo por su
incentivo econémico,sino también por la facilidad de realizar tanto la recupera-
cidén de embriones como la transferencia en forma no quirfirgica.

El veterinario debe estar consciente que la técnica en la vaca no es un procedi
miento aséptico, pero debe extremar: los cuidados para que el embridn se mantenga
libre de microorganismos. Al respecto existe un manual sobre los procedimientos
sanitarios y manejo de los embriones que indica la forma a sequir (20).

Generalmente, el medio de cultivo es preparado antes de la coleccién. Existen
diferentes medios de cultiyo, perc el mfs usado es el Dulbecco's Phosphate-Buffe
red Saline (PBS; Gibco, Grand Island, NY, U.S.A.). Es recomendable ntilizar aqua
bidestilada de buena calidad. El medio es filtrado a través de un filtro Milli-
pore de 0.22 a 0.45 um y guardado refrigerado (4°C) en botellas de 1.000 ml.

Al momento de su uso se le agrega suero fetal inactivado (FCS) y una solucidn de
antibidticos/antimicSticos. Estas pueden mantenerse congeladas y preparadas pa-
ra 1.000 ml. de tal forma que al momento de colectar una vaca, basta agregarlas
al medio. El suero fetal puede sustituirse por suero de novillo o ternero recié
nacido, incluso suero de vacas que han sido superovuladas (Cuadro N° 3).

El medio de cultivo se mantiene a temperatura ambiente (20°C) o sea entibia a 37°
C para su uso. Es recomendable mantener el medio a una temperatura constante du
rante la coleccidn.

La esterilizacidén de todo el equipo se realiza en diferente forma: material de
vidrio, al calor seco; material de pldstico o teflén, al autoclave; y material
de goma, plastico y tefldn, con:6xido de etileno. La esterilizacidn con este
dltimo o con sustancias quimicas puede matar a los embriones por lo que es reco
mendable airear el material por un periodo prolongado de tiempo.

Una vez que el tracto reproductivo de la donante ha sido lavado, se realiza la

blisqueda y evaluacién de embriones (22). Posteriormente los embriohes evaluados
como transferibles son colocados en un medio de cultivo de mantencidn a 37°C o a
temperatura ambiente (Cuadro N° ) y son transferidos a receptoras previamente sin

cronizadas con la donante o son congeladas para su posterior descongelacidn y
‘transferencia. )

Es posible también mantener los embriones a 4° C en un refrigerador por 2 o 3 ai-
as. Esta es una alternativa en el caso de no contar con receptoras en nimero su
ficiente en ese momento. Esto da la oportunidad de ubicar receptoras en otros
predios (23 y 24). ' '

TECNICA NO QUIRURGICA DE COLECCION DE EMBRIONES EN BOVINOS

Existe, bési¢amente, una técnica no quiridrgica de coleccién de embriones con dos
diferentes modalidades:

1. Recuperacidn por gravédad con circuito cerrado de circulacién (18).
2. Recuperacidén por aspiracién interrumpida (25).

Dentro de estas modalidades se describen infinidad de variables, combinaciones,
adaptaciones, etc. Cada técnico o.grupo de trabajo tiene su propia técnica. Lo
importante en la coleccidn es el &xito.que se obtenga al aplicarla y, esto -se
traduce en la obtencidn de un alto porcentaje de embriones.

Para un técnico que recién comjenza, el método por gravedad es mds fdcil realizar
lo que el método por aspiracidén. Ademis, en el primero se mantiene mejor la asep
sia (sistema cerrado) y hay menos posihlidad de perder el medio de cultivo que se
colecta desde el tdtero.

A continuacién se describird bisicamente las modalidades publicadas por Rowe y co
laboradores, con algunos cambios realizados por el autor, ‘comentando ademds cier-
tas adaptaciones efectuadas por otros autores o grupos de trabajo.

i
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Preparacién de la donante !

-La donante es colocada en un brete y las heces son evacuadas del recto -(no siempre
es necesaric hacerlo). ELl nimero.de CL es estimado en este momento o-bien después
que haya recibido anestesia epidural (xilocaina al 2%). Es importante no comenzar
el trabajo de coleccidn de embriones sin tener la seguridad que la anestesia haya

' tenido efecto. Se 'lava la reqidn perineal y labios vulvares con .agua y jabdn des

*1nfectante,'se seca el drea y se aplica alcohol u otro desinfectante suave. . La co
1d se amarra a un costado de la donante. B

Existen baslcamente tres clases de catéteres para la coleccién no quirdrgica: Fo-
. ley de 2'vias, Foley de 3 vias Yy eI modelo Neustadt Aisch (26).

Los catéteres mis usados son el.Foley de 2 vias y-€l Foley de 3 vias. Estos caté-
. teres son ficiles de.encontrar en el-comekcio-y sofi relativamente baratos. Tienen
algunos iriconvenientes para usarlos ‘en’cdleccidn ‘de embriones, por ejemplo: son re
1at1vamente blandos y cortos (sobre todo. .guando .se usan en vacas grandes) . Miden
40"cms. de largo, el extremo entre el globo y la “punta mide 3 cm. y presenta 2 ori
ficios. .

- E1 modelo Neustadt/Aisch de 2 viasntiene varias. ventajas sobre los Foley *(26). FEs
mas largo (67 cm) y relativamente duro, 1o que permite introducirlo mds profunda-
mente en el cuerno sin ayud§‘§e estilete, El extremo entre el globo y la punta mi
de 5.5 cm. y tiene 4 orificios. Ademasg trpe 1nclu1do en el otro extremo una adap
tacién Luer/Lock.

Algunos autores recomiendan el uso de un dilatador del cervix prévio a la introduc
cidén del catéter para dilatar el’ canal cerv1cai y facilitar la 1ntroducc1qn del ca
téter (27). También recomiendan lq asp1rac1on del mucus cervical usando una plpe~
ta de infusién. ~ Ambas recomendaclones no han sido necesarias en nuestra experlen—
cia.

-Preparacxon_prev1a del: equ;po

Los cateteres, -una vez usados, son ‘lavados con aqua y jabdn y esterilizados. conoxi

~do de etileno, también es necesario estar seguro .que los catéteres estén secos a
tes de la esterilizacién con 6xido de etileno y permitir una ventilacidn suficien-
te (ver recomendaciones del fabricante) después de la esterilizacidn. Se ha indica
do que el Sxido de etileno seria letal para los embriones. '

Al catéter (Foley de 2 vias o el modelo Neustadt/Aisch) se le introduce un estile-
-te metdlico y se le coloca un lubritante estéril soluble en agua (K-Y-yell,Johnson
New Brunswick, New Jersey, U.S.A.) y se introduce a través de la vagina y cérvix.
Si existe algiin tipo de infeccidén en la vagina se recomienda que el catéter vaya .
. dentro de una vaina plistica para prevenir la contaminacidén del dterdo

Una vez pasado el cérvix, el catéter es llevado directamente a uno de los cuernos
(generalmente el cuerno ipsilateral al ovario que presenta mayor nimerc de CL).
‘Para el técnico que rec1en comienza es recomendable realizar 1°d merno que le esmis
dificil (qeneralmente el 1zqu1erdo) Una vez ubicado el catéter en el cuernoc, el
estilete es retirado 2 a 3 cms y es empujado suavemente. Esta maniobra se repite
hasta que la punta del catdter esté en la posicidn. deseada (mitad del cuerno o un
poco mds craneal). Esto también se puede reallzar tanto con los catéteres Foley
como con el modelo Nuestadt/hlsch

El globo es lnflado, 1n1c1a1mente, con 5 ml de alre o suerc salino. Entonces, es
'palpado Yy nuevamente 1nf1ado hasta que el’ globo se 'sienta apretado en el lumen ute
rino. Para esta maniobra es recomendable dar pequenos tirones. al cateter para ob~
servar si hay deslizamientos.

Si el globo es. 1nf1ado rapxdamente o sobrelnflado puede romper el endometrlo y cau
sar hemorragia. Esto, tamblen puede llevar a la pérdida del medlo hac1a el llga—
mento aného. El estilete es, entonces, removido totalmente y una pinza es coloca-
da en el extremo posterlor del catéter.

 Hasta este momento las manlobras de las modalldades de recuperacidn por gravedad y
por asplra01on son 1gua1es.
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.
A continuacién se describen los pasos con la primera de ellas para terminar con.
la descripcién de la modalidad por aspiracidn que, es la que nosotros usamos ac-
tualmente.

Recuperacién de embriones

1. Recuperacidn por gravedad con circuito cerrado de circulacién.

Esta modalidad es Qitil particulaymente en animales grandes. Se usa un catéter:
(de 2 vias), .generalmente de calibre 18-20 (French). Se colocan aproximadamente
250 ml.. de medio en un bulbo que se une al Foley a través de un tubo de tefldn
(tubo de entrada) de 50 cm de largo. La unidn entre el Foley y el.tubo se reali
za a través de un conector de vidrio en forma de "T". El extremo libre de la T
se une al tubo de salida que a'la vez tiene una forma de "T" la cual lleva una
jeringa de 50 ml. en el otro extremo (inferior).

El bulbo con el medio se ubican aproximadamente a 50-60 cm de.altura desde la
vulva. Los primeros 10-20 ml. de medio se hacen correr por el sistema sin que
penetren al catéter. Esto se realiza para deéjar el sistema libre de aire. Lue-
go el tubo de salida es cerrado y el cuerno es llenado con medio de cultivo a
través del tubo de entrada y del catéter (Figura N° 4).

En la modalidad descrita por Eldsen se recomienda mantener la unidn tero-tubd-
rica presionada con los dedos indice y pulgar para impedir la salida de liquido
No parece necesario realizarlo ya que la cantidad de medio recuperado en esta mo
dalidad alcanza casi-al 100%. :

Para tener una idea de culnto es el tamafio del cuerno una vez llenado se dice que
el cuerno de una vaquilla se distiende a un tamano aproximado de una prefiez de
35 dias y ‘el cuernoc de una vaca se dlstlende a’‘un tamafio de nrenez de 45° dlas.

Una vez que no entra mas medlo al cuerno se cierra el tubo de entrada y el medb
se aglta v1gorosamente éon la jeringa con movimientos de succ1on. Se abre el
tubo de ‘salida y seé colecta el medio por gravedad en un bulbo o probeta. Si adn
quedara meédio en el cuerno &ste debe masajearse suavemente ("ordena") para ayu-
dar a su salica.

Una vez ‘que "la primera entrada de medio es recuperada el proceso se repite has-
ta dque 500:-800 ml. de medio hayan entrado al cuérno (5 & 8 lavados). La altu-

ra que se encuentra el bulbo con el medio permite al tejldo uterino expandirse

gradualmente :a su maxima capacidad.sin dafio.

Cuando_ la coleccidén termina el globo del catéter es desinflado y el catéter re-
tirado. La coleccidn en el otro cuerno sigue la misma modalidad. Algunos auto
res recomiendan no sacar comoletamente ‘el catéter y colocar el estilete mientras
la punta del catéter estd en .el .cuerpo del Gtero. Debe tenerse mucho cuidado
que la punta del estilete no pase a:través de uno de los orificios del catéter
ya que esto produciria, sin duda, ‘una ruptura en el cuerno.

Una vez terminados los lavados 'de ambos cuernos se recomienda colocar una solu-
cidén dntibidtica dentro del {itero (20-30 ml. aproxlmadamente) ‘para prevenir en-
dometritis. Para esto se usa una pipeta de inseminacidén y una jeringa. Si la
técnica ha:sido realizada correctamente creemos que no es necesario.

La .emperatura del medio no ‘es crltlca, pero los shocks térmicos ‘deben impedirse
La nsterlllzac10n con sustancias cuimicas, el lavado del material con jabén y
agua de la 1lave, bacterias, etc. , pueden ser perjudlciales para los embriones.

Biisqueda de embriones

El médio colectado se deja decantar por 30 minutos aproximadamente para que los
embriones Qué flotan en 41 puedan decantar. El mé&dio gue ha sido colectado en un
bulbo se va01a abriendo la pinza inferior. Si ha'51do“cOlocado en nrobetas se
aspira el sobrenadante usando una manquerita qua se’ introduce en la probéta. Lue
go. se procede a la blisqueda de los embrlones en placds Petri o copas de vidrio
y sc clasifican bajo el microscopio estereosconlco.
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Recuperacidn por aspiracidn interrumpida

Esta modalidad es una modificaicdn de la anteriormente descrita. Se diferencia
fundamentalmente en la cantidad de madio de cultivo introducidn en el cuerno en
cada lavado. Es muy simple y r3pida de realizar una vez que se adquiere expe-
riencia. .

Una vez que el catéter estd ubicado en el cuerno el medio de cultivo es introdu-
cido a-través de una jeringa (25-50-ml) que se adosa al catéter. Se debe estar
sequro que la’ cantidad de medio usado alcance todas las areas del endometrio.
Luege el medio es:aspirado con la misma jeringa y depositado en cilindros de 500
ml o dlrectamente en placas Petri o copas de vidrio.

Es 1mportante estar seguro que el medio no es forzado dentro del cuerno con mucla
presidn. Una presidn demasiado grande puede desgarrar el cuerno lo que resulta-
ré en hemorragia, pérdida del medio y de los embriones. El cuerno debe mantener
se lo mids derecho posible para permitir que el medio fluya con facilidad. -

Torcimientos del cuerno podrian resultar en desgarros por alta presién de llqul—
do en pequefias porc;ones del cuerno. Una distencidn moderada del cuerno es nece
saria para réalizar un buen lavado del endometrio. Debe tenerse presente que la
poca o alta presién no son adecuadas. Debe existir un delicado balance entre
ambas présiones (Fiqura N° 4).

TECNICA DE TRANSFERENCIA QUIRURGICA A TRAVES DE LA LAPARATOMIA LATERAL

Esta tecnlca, a pesar de haberse empleado por muchos afos y ser practicada por
diferentes grupos, recién fue publicada en el afio 1979 (28).

Esta tecnica no es dificil de realizar y no requiere demasiado equipo de cirugia
Es necesario tener un brete protegido de lalluvia y que existan facilidades para’
mantener un grupo de animales. Un veterinario con un ayudante y 2 personas mis
pueden transferir 6 a 8 embriones por hora. o

La receptora es colocada en un brete que permite posteriormente realizar la lapa
ratomia lateral izquierda o derecha. Primero se procede a realizar un examenrecC
tal para constatar la prsencia de CL.

La incisidn.paralela a la dltima costilla y de no mds de 10 cm de longitud~ se rea .
liza al lado ipsilateral del ovario gue posee el CL, lo mds posterior que sea po-
sible (aproximadamente a una mano de distancia de las ap6fisis de las vértebras
lumbares y a una mano del borde de la dltima costilla).

Los preparativos de asepsia de la operacién son similares a la coleccién quirir-
gica (corte de pelo en el &rea, lavado y desinfeccifn). Se procede a inyectar
anestesia local (xilocaina al 2%) por infiltracidn, también se puede .usar aneste
sia paravertebral (L:1,2,3) y se incide la piel y las capas de tejido. E mdscu-
lo oblicup_abdominal interno y el recto son separados con los dedos o una pinza
roma.

Se procede a identificar nuevamente el CL (palpando los ovarios directamente en
la cavidad abdominal). Muchas veces es posible identificar visualmente el ova-
rios a través de la incisidn. Se exterioriza el cuerno de ese lado traccionando
el 11qamﬁnto ancho a la altura del tercio distal del cuerno. Para una mejor su-
jecién del cuerno se usan compresas de gasa entre los dedos pulgar e indice. El1
cuernc es puncionadc cerca de la unidn dtero-tubdrica con la parte roma de una
aguja de sutura o estilete (scnda de pezén) hasta alcanzar el lumen. El estile=
te es retirado y el embridn es depositado en el lumen uterinao presionando cuida
dosamente el &mbolo de la jeringa. E1 catéter es retirado lentamente y el dtero
es devuelto a la cavidad abdominal. Debe tenerse cuidado de no dafar la mucosa,
desgarrar el ligamento o producir rupturas. La herida operatoria puede ser sutu,
rada por capas (peritoneo, misculo , piel) o simnlemente se sutura la piel (sutu'
ra simple) dejando las otras capas sin suturar. Esta dltima forma es muy ranlda
y no tiene mayores complicaciones para el animal.
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TECNICA NO QUIRURGICA DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

Este método uti"liza una pajuela de 0.25 o 0.5 ml y una pistola de Cassou para =~
inseminacidn artificial. Recientemente este equipo ha sido modificado y se o
frecé ‘comercialmente en forma desechable y previamente esterilizado.

A contlnuaclon se descnblra Ia tecm.ca bas:.ca de Rowe con algunas modJ.fJ.cac:.o-
nes realizadas por el autor.’

La receptora es ubicada en un brete y se procede a la palpacidn para identificar
el ovario que posee el Cl. Esta oportunidad se aprovecha, en muchas ocasiones,

para vaciar las heces del recto lo que facilitari el manipuleo-del dnafato re- _
pro@uctor y posteriorménte 13 coloédcidn del embridn.

Luego se coloca una anestesia epiddural baja (solucidn de xilocafna al 2%). La
regidn perineal y.vulva se lavan con jabdn desinfectante y agua y se secan.

El embridn se coloca dentro de una pajuela esterilizada (0.25 ~ 0.5 ml) a la que
sé le ha cortado un extremo (aproximadamente 1.5. cm).

La colocacidn del ‘embridn defitro de la pajuela se realiza de la siguiente format
a. Aspiracidén de un pequefio volumen de medio de culj::.vo

b. Burbuja de aire '

c. Aspiracidn de un pequefio volumen de medio de cultivo

3. Burbuja de aire

_e. Medio con el embridén

f. Burbuja de aire

g. Aspiracidn de un pequefio volumen de ‘medio de cultivo

La primera burbujase hace tocar con el algodén y el alcohol 'polivinvilico del ex-
“tremo cerrado de la pajuela, esto sella un lado y no permite la salida del er— -’
bridn antes de ser transferido.

La pajuela con el embridn se coloca dentro de la pistola de Cassou y ésta dentro
de la pipeta pléstica que, previamente fue esterilizada y cortada (aproximadamen
te 2 cm) para que calce con' el largo de la pajuela, esto se realiza para no terer
un extremo demasiado largo de plastico el que podria quebrarse o doblarse al pa-
sar el cérvix con la consiguiente pérdida del embridén.

La pistola de Cassou se guarda hasta el momento de la transferencia en la misma
bolsa pléstica en que se esteriliza la pipeta plastica.

Antes de introducir la pipeta en la vagina se le coloca un lubricante estéril -
que permitirad pasarla mas ficilamente a través del cérvix.

Con la mano izquierda el operador sujeta el cérvix a través de 1la pared del rec
to. La pipeta se introduce en el canal cervical y, posteriormente, el extremo -
se dirige y se ubica con ayuda de la manco izquierda en el querrio ipsilateral al
Cl. Toda esta manipulacidén debe ser muy suave. E1l embridn se deposita un poco
~mas alld del cuerpo del Gtero. La pistola es removida suavemente y se retira
-la mano del recto. Todo este procedimiento debe realizarse lo mis ripido posi-
ble.. Si hay mucha demora en la operacidn la prefiez serd menor (29),. lo que po-
dria deberse a dafio en la mucosa del Gtero por exceso de manipulacidn.

Para obtener un buen porcentaje de prefiez; aparte de 1a destreza y experiencia -
con cualqu.tera de las técnicas descritas, -és-necesario que las receptoras sean
animales sanos, que sus ciclos reproductives hayan sido normales y que estén en
buen estado de nutricidn. En la medida que las receptorasestén en buenas condi-
ciones, tanto sanitarias como nutricionales y reproductivas, la eficiencia de la
transferencia de embricnes, traducida en prefieces, seri mayor.

La TE ha sido aplicada en Norteamérica é_m;iles,de,'hembras' bo(r.ina:s' tanto de razas
de leche com> de carne. Una encuesta realizada en 1986 mostrd que el nimero de
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transferencias realizadas a través de esta t8cnica fue de 99.127 (30). Solamen
te en 1983 se realizaron aproximadamente 121.855 transferencias en forma comer-
cial (31). Seidel (32) ha estimado que en el afio 1990, en NorteamSrica el nime
ro ascenderi a 250.000 prefieces.

En Latinoamérica el desarrollo ha sido mds lento que en paises mas avanzados.

Hasta el afio 1986 se habian efectuado aproximadamente 13.575 transferencias. Al
parecer los mayores problemas de la transferencia en Latinoamérica han sido:

1. el costo,
2. la falta de profesionales entrenados y

3. la inséguriaad de los criadores de invertir en la técnica, debido al poco o
nada de retorno de su inversién (33).

Las ventajas principales de la TE son:

a. Acelera el progreso genético obteniendo mayor nimero de crfas de hembras gené
ticamente superiores. Con esto la intensidad de seleccidén a través de la hem
bra. aumenta.

" b. heorta el intervalo generacional, pues la hijas oktenidas a través de transfe
rencia pueden ser sometidas a tratamientos de superovulacién y ser donantes
de embriones nuevamente.

c. Permite realizar test de progenies de animales sospechosos de ser portadores
de una caracteristica no deseable y de realizar estudios de enfermedades gené-
ticas.

d. Permite introducir nuevos genotipos a un pais, sin mayores problemas de cos-
tos, utilizando el envio de embriones y no de los animales adultos.

e. Permite un mejor control de la enfermedades infecciosas. Uno de los mayores
problemas de la importacidén y exportacién de animales son los requerimientos
de salud que exige cada pais. Afortunadamente pareciera ser gue los embrio-
nes no transmitirfan muchas de las enfermedades causadas por vlrus o bacte~--
rias (34).

f. La técnica puede ser utilizada en otras Areas de investigacidn, como por ejem
plo, en el estudio de la fertilizacidn, implantacién, muerte embrionaria, etc

g. Da la.oportunidad de recuperar embriones de hembras incapaces de mantener una
gestacién y sirve muchas veces también como diagndstico, tratamiento o pronds
tico de algunas enfermedades reproductivas.

CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES

La preservacién de. embriones mamiferos a bajas temperaturas: "criopreservacién",
ofrece la posibilidad de ampliar las perspectivas de la transferencia de embrio-
nes 'y por ende.la reproduccién y produccién animal. Potencialmente el hecho de
poder preservar material genético por largos periodos de tiempo permitirad mante-
ner bancos de embriones de animales de calidad genéticamente superior. .El inter
cambio de material -genético criopreservado entre los pafses evitara 01ertos pro-
blemas actuales de costo de transporte, cuarentenas, transmisidn de enfermedades
adaptacién, etc. Se podran conservar embriones de especies y razas en ‘extincidn.
Los embriones podran ser utilizados en diferentes lugares y condiciones 16 que -
permitird el estudio de adaptaciones de nuevas razas o 1fneas genetlcas. Muchas
veces el nimero de embriones recuperados de una’ donante exccde el nimero de re--
ceptoras disponibles, la posibilidad de poder conservarlos congelados es de gran
valor para el ganadero (35). La criopreservacidén de embriones, adem3s ha permi-
tido estudiar los aspectos fundamentales de las bases de criobiologia. Esto se
ha debido a que los embriones son m&s grande én tamafio, cuando Se comparan .con
células de otro tipo. Fuera de estas ventajas se podrian indicar muchas otras,
pero-es de todos conocidos que de todas formas ‘1la ventaja principal radlca en. la
aplicacidn practica de la ganaderia.
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Los trabajos iniciales de congelacién realizados con embriones de lauchas demos
traron que la taza de enfriamiento, calentamiento (desconqe_lacién) eramuy impor
tante para obtener una alta taza de sobrevivencia embrionaria (36).

Los principios basicos de la criopreservacidn son muy complejos y envuelven pro
cesos fisico-quimicos de transporte de agua'y temperatura entre la célula y el
medio que la rodea.

Un enfriamiento Optimo es aquél cuya velocidad es lo suficientemente lenta para '
prevenir la formacién de cristales ‘intracelulares y lo suficientemente ripida -
para minimizar la exposicidén de la célula a altas concentraciones de soluto.

Bajo*éste principio es 1l8gico. pensar que para cada tipo de c€lula existe una ve.
locidad de enfriamiento &ptima gue penm.te la sobrevivencia de las células que
han sido congeladas/descongecladas.

Se considera que los dos factores mas importantes que estdn involucrados en el =
dafio que produce la congelacidn son: "el efecto de solucién", es decir, la expd
sicidn de las c@lulas a@m no congeladas a altac concentraciones de sales por lar
go periodos de tiempo, y "la formacidn de cristales de hielo intracelulares", -
debido a la deshidratacién inadecuada de las células.

El efecto de solucidn dafia la célula cuando la velocidad de enfriamiento es mas
lenta que la &ptima, y los cristales de hielo intracelulares sc forman cuando la
velocidad de enfriamiento es mas ripida gue la Sptima.  &e ha observado que estos
cristales de hielo dentro del citoplasma son el factor pnmarlo responsable de la
muerte de la célula durante la congelacidn. :

El punto de congelacidén de cualquier solucidn disminuye a medida que la concens
tracién de mol€culas en ella aumenta. Por ejemplo, el punto de congelacidn de -.
una solucidén acuwsa de 0.165 M de Na01 (isotdnico) que contiene una concentracidn
de 1.0 M dé glicerol es de =1.9 °Cy la de 3.0 M de qllcercl es de -8.1 °C. Esto
demuestra que el hielo no se formar3 en estas soluciones hasta que ellas no sean
enfriadas bajo sus respectivos puntos de congelacidn, dependiendo también del vo-
lumen dé la solucién a enfriar, por ejemplo, un volumen aproximado de 0.5 ml de
una soluc:.on isotdnica de NaCl puede estar superenfrlada hasta 10 ‘0 15 veces bajo
el punto ‘de congelacién. Este fendmeno se conode“domo-"superenfriamiento" : (super
cooling) y juega un rol critico en la sobrevivencia dé 18 célula a congelar., es-
pecialmente en los embriones. E1 superenfrismiento puede prevenirse a través de la
induccidn “artificial de la formacidén de cristales de hielo en la solucidén, lo.que
se’‘cono¢e como "seeding”" de la muestra. Este se real:.za ‘con un' pequefio cristal
de hielo 6- con una pinza previamente enfriada. E1 ‘seeding $e'debe  efectuar: cerca
del ‘verdadero punto de congelacidn de la soluclon que rodea’al embridn..  Mientras
no se produzca el seeding el embrién no puede ‘comenzar ha deshidratarsesy:

Los ch.stales de hielo que se forman en el medio gue rodea a-las blastémeras (em
bricn -) son pract:.camente de agua pura por lc que la ‘solucidn entre los criste-
les se torna mas salada y no se congela debido a la. alta concentracién de molécu
las. . Esta fase se toma mas hlpertonlca que.el:flufdo que hay en las blastéme--
ras (embrlon) por lo que estas comienzan a perder. agua: (desh:.dratamon) . Si-la
temperatura continua haJando lentamente mas. cristales de. hielo se formaran y mis
hlpertonlco se hara el madio y en esta forma- 21 embx:. 6n continuara respondlendo
con la consecuente pérdida de agua; asi se previene: la formacién de crlstales g:.an
des de hlelo en las Llastomeras.r La deshidratacién debe de tenerse i :
que no sea dafiina para la viabilidad celular. Para cllo se sumerge la muestra
dire¢tamente eh’ N2 L ("plunginqg"). ‘

Para gue sobre_v1van a la crlopreservaclon los embr:n.ones mamf feros deben estar :-
suspendidos en un medio que contenga:- un crlonrotector. Algunas de éstas sus--
tancias que han demostrado ser adecuadas como protectores de embriones son el .
glicerol y el dimetilsulfdxido (DMSO), entre otros, en concentraciones que van en
tre otros, en concentraciones gue van entre 1.0 a 2.0 M. Estos crioprotectores
deben tener algunas caracteristicas como: alta solubilidad, baja toxicidad a altas
concentraciones y un bajo peso molecular, para permitir una permeabilidad facil y
ejercer el maximo efecto coligativa..

Los crloprotectores parecen rrcteqer contra el efecto de soluci6n mas que contra
. la formacién de ¢ristales de hielo intracelularcs. En todo caso su mecanismo de
accidén es pobremente conocido. a
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Se ha demostrado que el glJ.cerol y el DMSO proteien en bhase a la molaridad, es
dec1r, que actuarian .reduciendo la concentracidn electrolltlca de la solucidén -
que aln no esta conrelada alredeoor de la célula a cualcn.u.er temperatura. .

Durante la ad1c1on o dilucidn de un crioprotector permeable (es decir que pene
tra a las blastdmeras) como el glicerol, la célula tiene cambios osmdticos. inji
c1almente, al colocar el embrién en la solucién con el crloprotector éste dJ.sm:L
nun:a en tamano por la pérchda de H O debido a que el embrién es mas permeable
al agua que ‘el crioprotector.  Esto”c¢ontinuari hasta que la salida de agua se
equilibre con la entrada del crioprotector, luego el agua penetrara al embridén
nuevamente y'las blastOmeras gradualemente aumentarin su volumen. El equilibrio
ocurre ‘cuando el volumén del agua del embridn alcanza nuevamente su volumen'iso
ténico. La temperatura tiene un efecto en este equilibrio, asf se ha visto que
el equilibrio ocurrird mds ripido a 37° C que a temperaturas menores. Lo con-
trario a este proceso ocurre cuando el crioprotector se remueve (esto se vera
mas adelante).

Cuadfd N° 5

ALGUNOS EJEMPLOS UTILIZANDO 1.5M de GLICEROL COMO CONCENTRACION FINAL DE EQUILI
BRIO." '

4 etapas 3 etapas 2 etapas 1 etapa

0.25M (5-10 min)

0.50M (5-10 min) 0.5M (5-10 min)
0.75M (5~10 min) 1.0M (5-10 min) 0.75M (5-10 min) ‘
1.5 M (5-10 min) 1.5M (5~ min) 1.5M (“10¥3Ouiin) 1.5 M (10=30:kin)

Como se ha comentado anteriormente los crioprotectores de alguna forma disminu-
yen el dafioc durante el enfriamiento y congelacién de los embriones, sin embargo
también causan dafio celular por injuria osmStica. Rutinariamente los embriones
son colocados en soluciones que contienen el crioprotectcr en concentraciones

crecientes para impedir el shock osmdtico. Generalmente esto se realiza en 3

etapas a temperatura ambiente (0.5M, 1.0 My 1.5 M). Sin embargo, investigacio
nes m3s recientes han indicado que los embriones (blastocistos bovinos por .ejem
plo) soportan este shock osmStico ("encogimiento, contraccidn - shrink") al ser
colocados directamente en una solucidén de 1.5 M de glicerol en PBS (Cuadro N°5)

_Para el enfriamiento de la muestra se utilizan diferentes tipos de freezers bio
1logicos y diferentes técnicas.

Se distinguen en la practica dos esquemas bdsicos para la criopreservacién de .
embriones mamiferos: A) "enfriamiento rdpido” y B) "enfriamiento lento" ("fast
y slow" cooling). Sus' denominaciones de "rfpido" y "lento" no correspcnden-a:
la interpretacidn (al menos al traducirlo del ingldés al espafiol) de lo.que gui-
siéramcs entender por rdpido y lento, ya que la weiocidad de enfriamiento para
ambos casos es la misma. Sin embargo, lo que cambia es la temperatura final de
enfriamiento a la cual se llega. Esto probablemente, entre otras cosas, hace
cambiar el estado relativo de la deshidratacidén de los embriones’ cuando se lle-
ga al punto de congelacién intracelular (a menor temperatura mds ‘agua es removi-
da, resultando en menor cantidad de hielo intracelular) y cambia la forma de des
congelar las muestras. (Cuadro 6). Recientemente se han desarrollado otras téc-
nicas .que no corresponden, en gran medida, a los esquemas mencionados. Estas téc
nicass serin mencionadas mas ddeédmhte.

Cuadro N° 6

ENFRIAMIENTO LENTO ENFRIAMIENTO RAPIDO

Velocidad de enfriamiento _ Bnto 1 - 0.3°C/min lento 1 - 0.3°C/mj;n
Temperatura final de enfriamieato aprox. —-30°C, -40°C aprox. —60°C,—109 C
De%écngelacién rapida aprox.500°C/min.lento 4°C-25°C/min.
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* Esta frecuencia de calentamiento se alcanza colocande la muestra en un bano
de .aqua a 37°C por pocos sequndos.

En general , la técnica clisica de Willadsen y Col (37) consiste en agregar un
crioprotector (por ejemplo glicerol:, dimetilsulféxido) en concentraciones de
1.0 a 2.0 molar a un medio de cultivo (fosfato buffer salino, PBS). Los embrio
nes pueden ser colocados directamente en esta solucién o en pasos sucesivos en
concentraciones crecientes hasta alcanzar . la concentracién final. Luego son en
vasados en pajuelas o ampollas de vidrio y enfriados a 1°C x min. hasta-5° a -7°
C. A esta temperatura se induce la formacién de cristales de hielo, "seeding"

- luego se contindia con una frecuencia de enfriamiento de 0.3 - 0.5°C x min. has
ta alcanzar los -30°a -40°C. A esta temperatura el enfriamiento se detiene y bs
embriones son sumergidos directamente en N, liquido (36).

Los embriones enfriados hasta -60°C (antes. de ser sumergldos en N, L) a una velo
“cidad de ‘enfriamiento de O. 1°C/min., requleren ser, descongelados a una ve1001dad
de calentamiénto lento (ej.: 1O°C/h1n) Estas técnicas se basan. en.los trabajos
or1glna1es de Whittingham y col (39) y Wilnut (40).. Sin embargo, en la actuali-
dad.se prefiere 1a técnica clisica de Willandsen (37) la-cual se diferencia fun
damientalmente de las anteriores en ‘que los embriones son sumergidos en N_L a tem
peraturas relativamente altas (e].. -30°C, -40°C) Y utillza veloc1dades e enfr1
amiento de 0.1°C a 0.3°C/min. ’ '

. Esto combinado con velocidades de caientamiento rép1d0(300
500°C/min) para la descongelacién. De esta t&cnica existen un sin nimerd de va-
riaciones, pero la base es la misma.

Las técnicas de_descongelacién que se describen -a continuacién son representati-
vas de las metodologias para embriones bovinos en estado de mérula o blastocito
que han sido enfriados y congelados con velocidades de enfriamiento de 0.1°-

0.3°C/min y sumergidos en N2L a‘~30°C, ~38°C y mantenidos en NZL a -196°C.

Hay que tener presente que la temperatura del agua donde se descongela la muestra
varia de acuerdo al envase en que se colocan los embriones en la congelacidn, por
ejemplo, las pajuelas de plastico francesas de 0.5 ml, 0.25 ml y las ampollas de-
vidrio deben ser descongeladas a temperaturas diferentes ya que la proporcién de
superficie/volumen de la.muestra no son iguales. Debe tenerse preserte ademis,
que: la . agitacidn .del agua o de la muestra en el agua hace variar también la velo
cidad de descongelacidn.

Como es ampliaménte conocido, en ausencia del crioprotector (por ejemplo: glice-
rol, DMSO) los embriones de mamiferos no sobreviven a temperaturas mds bajas de
=20°C a velocidades de enfriamiento que permiten una deshidratacién osmStica ade
‘cuada - (0.1-0.3°C/min) . Sin embargo, el crloprotector es téxico si se deja encon
tacto con los embriones por mucho. tiempo (mds de 30' aprox.) y debe ser removido
del embrlon una vez que éste es desconqelado.

Es esencial entonces sacar el crioprotector sin causar dafio osmStico al embridn.
Actualmente existen bisicamente dos métodos: A) el método cldsico en etapas, uti

lizando Solucionps: :décrecientes del crioprotector, B)método de dilucidn en 1 etapa
utilizando sucrosa/PBS.
Para ambos métodos las muestras son descongeladas en un bafio de agua a 37°C. En

el caso de usar pajuelas francesas, éstas son agitadas para que la temperatura se
distribuya homogéneamente.

Para remover el crloprotector se recuperan los embriones desde la pajuelaen la si
guiente forma:

1. Al utilizar concentraciones decrecientes del crioprotector (glicerol) éstas
concentraciones disminuyen en aproximadamente 0.25M en cada solucién. Los embrio
nes son colocados en cada una de éstas soluciones por 5-10 minutos a temperatura
ambiente hasta alcanzar la solucién de PBS. Se pueden utilizar diferentes nime-
ros de diluciones, por ejemplo: 6, 3, etc.

Al utilizar 6 etapas los embriones pasan por las siquientes diluciones de glice-
rol/PBS: 1.5 M, 1.25 M, 1.0 M, 0.75 M, 0.5 M, 0.25 M y PBS,

2. Al utilizar el m8todo-de dilucidn sucrosa/PBS la concentracién de sucrosa de-
beser isoosmolar con la concentracidn de glicerol o un poco mis baja que ésta. El
volumen de las soluciones debe ser en una relacidén de aproximadamente 10:1 cuando
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la solucidn de sucrosa as colocada dentro de la pajuela, o de lo contrario si les
embriones son colocados en una placa netri, &sta dehz tener un volumen adecuado de
medio de sucrosa/PBS. Los embriones son dejades en este medio por 5 10 minutcs a
temperatura ambiente para su. equilibrio v luego pipeteado a un medio de PBS suple
mentado en 10% - 20% de suero fetal.

Se calcula que en el afio 1986 el 17% de los emhriones transferidos'en Norteamerlca
en forma comercial han sido embriones criopreservados (30). En Latinoamérica la
cifra alcanza al 1% (33). o '

En los {iltimos afios las técnicas de congelacidn y desconqelacién de embriones de
mamiferos han sido simplificadas y sequramente en un futuro cercano la metodologia
serd similar a las que se usan para el semen. Es asi como el uso de la sucrosa pa
ra extraer el glicerol del embridén antes de ser transferido ha sido utilizada en
trabajos de campo sin la necesidad de utilizar la evaluacién microscépica de los em
briones (42).

Algunas investiéaciones han demostrado que los embriones pueden.ser deshidratados

a temperatura ambiente y nosterlormente ser colocados directamente a -35¢% -60° -19¢°
C. Esto ha sido posible utilizando una combinacidén de glicerol/sucrosa en diferen-
tes’ concentrac1ones antes de ser congelados (43). Otros autores han reportado el
haber obtenido prefieces con embriones bovinos sometidos a vitrificacién (45). La
vitrificacidn es la solidificacién de un liquido. producido por una elevada visco-
sidad durante el proceso de enfriamiento.de tal forma que la solucién pasa a un es
tado de vidrio (46). e e :

La conge1a01on de embrxones, especxalmente bov1nos, nece51ta de mis . investigacidn y
su mayor aollcacxon dependera de-la- fac111dad de los métodos y resultados obtenidos
Sin duda“ alguna, en un futuro cercano seri masivamente utilizada y serd la: forma pre
ferida del’ mov1m1,'to de_ material qenetlco entre los paises.

:FERTILIZACION IN VITRO

Como se comentd -anteriormente, uno de los problemas mayores de la TE es la limitante
de -la pequefia cantidad de oocitos que se producen con los tratamientos de superovu
lacidén empleados. Sin embargo, cada ovario contiene miles de oocitos al nacimiento

que podrian recuﬂerarsejruﬁllzarse como fuente de produccién de embriones si se fer-
tilizan in vitro (IVF). :

.Las primeras crias que se obtuvieron por IVE: provenlan de oocitos de coneja (47).
Después de este qran acontecimiento la IVF sefha apllcado ‘a oocitos de diferentes es
pecies. El mayor numero de crias se ha obtenido de conejas, lauchas y humanos (48)

Uno de -los acontecimientos mids sensasionales de la ultlma década en reproduccién, y
que mis impacto tuvo en todo el ambito mundial, fue el nacimiento de Louise Brown en
‘julio de 1978, el primer bebé obtenido en el laboratorio a través de IVF (49). Ac -
tualmente, decenas de nifos han nacido por esta técnica en el mundo y no solamente
asi, sino de embriones que han sido fertilizados in vitro, congelados y descongela-
dos y transferidos a mujeres.

Se cree que el aspecto mds diffcil en la IVF es lograr la capa¢itacidn espermitica
Sin ella los espermios son incapaces de fertilizar los oocitos. Afortunadamente la
la capacitacién se ha logrado in vitro en varias especies.

La técnica de la IVF requiere de gran atencién en cada una de las etapas. Ademas,
se necesita de mucha destreza en la téqnica.de lakoratorio y tiempo para realizarlas
La asepsia en la metodologia debe extremarse.

A pesar que la capacitacidn espermdtica es una de las dificultades que tiene la téc-
nica, tamblen el cultivo para la maduracidén de los oocitos y el cultivo para su desa
rrollo 1n vitro de &stos es también un impedimento.

Actualmente el paso de 8 células al estado de blastocisto se realiza en cultivo in

vivo, utilizando el oviducto de la coneja u otro animal. Investigaciones rrecientes
han 1nd1cado que este paso puede realizarse en cultivo in vitro (Yshioya, comunica-
cidén personal) .
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Los procedimientos de la IVF en animales de granja han sido discutidos por varios
autores (46, 50, 51). En 1982 se report$ el primer nacimiento de una cria, en ga
nado bovino (52). Un trabajo reciente reportd el nacimiento de una cria de cone-
ja que fue obtenida a través. de la introduccidén de:un espermio dentro del &vulo
(53)." Los resultados obtenidos basados en nfimero de crias nacidas no han sidobue
nos. Sin embargo, tomando en consideracidn otros criterios de fertilizacién los
resultados parecieran ser mejores. Lamentablemente, estos criterios se basan fun
damentalmente en la divisidn:del oocito (estado de 2 células), pero la fragmenta-
cidn celular y la divisién partenogenetlca son dificiles de distinguir de una d1v1
sién mitdtica real, por fertilizacién.

La mayoria de las crias producidas en las especies domésticas por IVF han proveni-
do de oocitos maduros recuperados in vivo (Cuadro N°7)

CUADRO N° 7

ESPECIE - COLECCION MADURACION RESULTADO REFERENCIA
Bovino in vivo in vivo cria 52

in vivo in vitro cria 54 - 55

in vitro in vitro cria 56

in vitro in vitro - blastocisto Del Campo M.R¥
Suino in vivo in vivo . cria 57
Caprino in vitro in vitro cria 57

Seguramente la aplicacidn de la .IVF en animales de granja tomafé algunos afios. Sin
embargo, la potencialidad de su uso en la reproduccidn es incalculable. Por ejem-
plo se podrian fertilizar oocitos obtenidos de una sola superovulacién con.esper-
mios provenientes “de diferentes toros; «Podrian mantenerse stocks de oocitas en
congelac1on para ser fertilizados en el futuro. Ademds, en combinacién con otras
biotecnologias sequramente, llegard a’‘te¥ més Gtil de lo que hoy dia se prevee.

SEXAJE PRENATAL
S E

El poder realizar un dxagnostho prenatal del sexo ha hecho que dlferentes labora
torios investiquen 1ntensamente en esta area.

variadas técnicas estdn siendo désarrolladas al . respecto,. pero no hay duda que lo
ideal ser3d poder determinar el sexo de los embriones antes de:la fertilizacidn.

Entre las'técnlcas citoldgicas que se usan para determinar el sexo de los embrio-

nes estan €l anflisis de los cromosomas a través de biopsias tomadas de los.embrio
nes en estado de m6rula o blastocisto. Lamentablemente, es una técnica relativa-

mente compllcada para §.r aplicada en terreno, pero si bien es cierto, el.diagnds-
tico es bastante ‘sequro, s6lo el 60% de los embriones pueden ser sexados -(58) de’

bido a que a veces los cromosomas ‘sexuales no son claramente distinguidos.: Desa—

fortunadamente la prefez disminuye debido al procedimiento empleado en esta técni

ca (59).

Las técnicas de dividir el embridén a través de microcirugia y congelar una mitad
para su posterior transferencia ha abierto uha nueva posihlidad en el sexaje. Al
gunos autores han obtenido un 60% de prefiez con estas mitades de-embriones previa
mente sexadas y transferidas directamente a receptoras y un 23%:con la otra mitad
que fue congelada/descongelada y transferida posteriormente (60).

La demostrac1on del antheno de histocompatibilidad que es especifico de las mem-
branas de las células macho (antigeno HY) és otra de las técnicas usadas para se-
xar embriones. En embriones de lauchas y bowinds ‘la seguridad ha sido del 80% . &1
62, 63). En general, el método consiste er producir un anticuerpo en contra del

antigerio H-Y. Estos anticuerpos se unen a las membranas de las células de los e..
briones machos, pero ne a los embriones hembras. Existen 2 modalidades para detec

*Afin no publicado
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tar los anticuerpos..: A) agregando un compnlemento, pero éste mata a los embrio-
nes machos y B) agregando un secundo anticuerpo que lleva unida una molécula
flucrescente. En este caso, al observar la muestra en un microscépio se observa
que los ‘embriones macho brillan. Desafortunadamente no todos los embriones ma-
cho producen el brillo con la misma 1nten51dad "lo que hace el élaqnost1c0 un
tanto subjetivo.

Otras técnicas que se han empleado:Gltimamente para determinar el sexo después
de la fertilizacidn son:las que tienen relacidn con la determinacidn de Aa actn—‘
vidad metabdlica de los embriones: (64) y la prueba especifica del DNA del cromo-
soma Y (65). A pesar que esta dltima tiene la limitante de la necesidad de la
-toma de una biopsia de:los embriones, los estudios preliminares muestran que -
existe un 95% Je sequridad en émbrlrnes de 7 y 8 dias de edad.

Quizd, en el futuro cercano el sexaje serd empleado como otra blotecnlca en el
ganado bovino. Hoy dia el costo es demasiado alto para emplearlo en alafin pro-
crama y ademds, incierto. A pesar que alqunas compafifas lo ofrecen comercial-
mente, el ganadero debe estar conscienteé de qué quiere antes de solicitar dicho
servicio.

PRODUCCION DE MELLIZ0OS Y MULTIPLES

Existen diferentes procedimientos para hacer mellizos: A) separacidén de las -
blastémeras de un embrién de dos células y B) microcirugia de un embridn en es
tado de mdrula o blastocistn. En el primer caso, las células son cultivadas in
vitro o in vivo (66, 67). La técnica también ha sido utilizada para producir
cuddruples en ovejas, triples en bovinos y melliros en cerdas y yeguas . (67).

La sobrevivencia de mellizos idénticos es relativamente alta, pero no ocurre asi
al intentar la produc01on de cuidruples y practicamente no ha habido desarrollo
a-término al intentar la produccién de Sctuples. Sin embarqgo, se han obtenido
quintuples idénticos de ovejas mezclando blastémeras de un embridn en estado de
4 células con blastdmeras de un embridén en estado de ocho ¢élulas (ver quimeras
mis adelante). Se cree que las blastdmeras obtenidas del embridén de cuatro cé
lulas formarian la placenta y las obtenidas del embridén de ocho células forma-
rian el feto (66). Esto es sumamente interesante desde el punto de vista expe-
rimental, pero obviamente también tiene milltiples aplicaciones préicticas.

La divisidéh de un embridn por microcirugia es un procedimiento mis simple para
producir mellizos idénticos (68, 69, 70) y:en forma muy general consiste en la
divisién.de un embrién en dos: mitades, estas mitades han sido colocadas en zo
nas peldcidas vacias y. luego. transferldas.‘

Se ha indicado que en. estados mis avanzados la colocacién de las mitades de em
briones en zonas pelficidas, no se hace necesarlc, lo que simplifica afn mis 1a
técnica (71). Todo este procedlmlento no toma mds de 10 minutos nor embridn,
sin embargo, es necesario:tener presente due se necesita equipos  sofisticados
y personal muy bien entrenado. E1 porcentaje de preﬁez'obtenido ha sido apro-
ximadamente 50% por mltad de embridn fransferldo, lo que equivale a obtener
50% mis de. preneces que si se transflere el embridn original. Aproximadamente
la mitad de las crias nacidas son mellizos idénticos’ (71, 72). En un cdlculo
tedrico se puede aprec1ar que si se obtienen 200 mitades de embriones partien-
do 100 embrlones, el numero de receptoras prefiadas serd de 100 (50% prefiez).

Los mellizos 1dent1cos produc1dos en forma natural o artificial (microcirugia)
son un ejemplo de cloning. se deflne en forma estricta como un trasplante nu-
clear (73).

TeSricamente se podrian producir cientos de 1nd1v1duos ‘idénticamente iguales
transplantando el nucleo de células somatlcas a oocitos recientemente ferti-~
lizados a~los cuales se les .retirarian ambos’ pronucleos (Masculino v femenino).
Hasta la fecha no ha sido posible obtener copias de ‘un adulto a partir de trans
rlante de un nicleo diploide de células somaticas. En cambio, ‘el transplante
nuclear ha sido exitoso al utlilzar un ovum de laucha en estado de una célula
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y un niicleo de una ¢8lula embrionaria (73). Esto es un clone a partir del embrih
pero no de un adulto, el valor gendtico que tendria esto: deberd ser determinado ya
que lo importante y valioso seria producir un clone a patrtir de un nicleo obtenido
de un animal adulto genéticamcnte superior. Esta técnica combinada con el sexaje,
la criopreservacidén y la transferencia podrian ser de mmucha importancia en la gana
deria del futuro.

Otra técnica para producir clones ha sido descrita por Hope e Illmensee (74), quie
nes trabajaron en -lauchas. En este caso uno de los prondcleos (femenino o mascu11
no) es removido por microcirugia. La condicidn diploide del embridén es reconsti =
tuida colocdndolos con citoclasina B, que previene la divisién celular del embrid
al estado de 2 células, pero no previene la sintesis de DNA ni la divisidn nuclear
Al retirar la citoclasina B del citoplasma comienza la divisién celular y el em-
brién contin@a su desarrollo. Estos embriones son completamente homocigotos (100%
consanguineos). Solamente pueden producirse hembras con esta técnica, ya que la
constitucién YY resulta en muerte embrionaria temprana (75).

QUIMERAS

Existen diferentes métodos de producir quimeras, el mds comln es colocar juntas,
blastémeras provenientes de 2 embriones. Otro método es inyectar blastdmeras de
un embridn dentro-del blastocele de otro embrién. Actualmente no hay posibilidad
de que las caracteristicas genotlplcas seleccionadas puedan ser incorporadas den-.
tro del embrién. Desafortunadamente, los tejidos de las quimeras seé desarrollan
al azar de cada embridn y las contribuciones no son iguales. Ambas técnicas han
sido exitosas en ovejas (76,77) y vacas (78).

Esta técnica es mds bien de importancia prictica en la transferencia interespeci
fica o en especieés en extincidn que desde el punto de vista de la genética (79,
80). Sin duda se necesita mayor investigacidn en esta &rea.

MODIFICACION O. INTRODUCCION DE DNA - PRODUCCION DE ANIMALES TRANSGENETICOS

Casi en forma_simulténea 2 grupos de investigadores lograron inyectar DNA para. la
beta globulina de conejo (81) y para la hormona de crecimiento de rata dentro del
proniicleo de un embridén de laucha al estadc de 1 célula (82). En algunas circuns
tancias este DNA fue incorporado dentro del c8digo genético de la ova de laucha
expres@ndose y transmitiéndose a las siguientes generaciones.

Posteriormente a estos trabajos, los investigadores han dirigido sus esfuerzos con
la idea de producir animales transgenéticos que vayan en beneficio de los humanos
especialmente que ayuden a la alimentacidn en el futuro (83, 84).

Los cientificos y ganaderos han visto en esta tecnologia una aplicacién préctica
dificil de predecir ya que producird cambios fundamentales en la genética. E1 in-
terés mayor radicaria en el aumentar el crecimiento, la calidad, la produccién y
mejorar la reproduccidn y la resistencia a las enfermedades.

La aplicacidn de la transferencia de genes depende de la identificacidn y aislaci&é
de los genes realmente itiles y su incorporacién dentro del cddigo genético de otro
animal (85). Existen problemas de técnica,como la dificultad de visualizar el pro-
nicleo en los embriones bovinos. Al respecto no hay duda que esta tecnologia serd
una herramienta poderosa en la industria animal. No obstante, no habria que descui
dar los aspectos &ticos y sociales que ésta pudiera acarrear.

CONSIDERACIONES FUTURAS

El desarrollo de las biotecnologias en general asociadas a la TE ofrecen muchas més
oportunidades que problemas v t~J~5 debemos estar conscierntes que éstas serdn apli-
cadas en mayor escala en un iucuid cercano. Nosotros como profesionales debemos
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aceptar esto como un hecho . Desde ya muchos de nuestros pafses estédn importando
embriones congelados y éstos estdn siendo transferidos en hembras nacionales. La
TE se aplica cada dia m3s y m8s profesionales adquieren entrenamiento para ello.
Lamentablemente la investigacidn en Latinoamérica en general es limitada en lo
que se refiere a biotécnicas relacionadas con la produccién animal.

La posibilidad de importar/exportar embriones de un continente a otro con los
riesgos minimos de transmisién de.enfermedades nos da la posibilidad de traer ma
terial gendtico o exportar embriones sin el problema de deshacerse de las hembrSE
Sin ‘duda, la manipulacién de embriones (congelacidn, micromanipulacidn) deben ser
‘realizada con el miximo cuidado para evitar riesgo de la contaminacién de los mis
mos. '

Las técnicas que permitirdn la identificacidn prenatal del sexo, la produccidn de
quimeras, trasplante nuclear, la microinyeccién de espermios, la congelacidn de
material genético, la manipulacién de los genes, la introduccién de DNA, etc.,ten
drén una aplicacién prictica que es dificil imaginar y predecir en la reproduccidn
animal.

El progreso que se ha hecho en la {iltima década ha sido espectacular, el progreso
que se realizard en el futuro no tiene limites imaginables.

SUMMARY : NEW TECHNOLOGIES IN ANIMAL REPRODUCTION: BASIC ASPECTS AND
RPPLICATIONS

The purpose of this paper is to comment the biotechnologies of animal reprodue i
tion, mainly those related to bovine. Among these oestrus cycle syncronyzation ,
superovulation, embryo transfer, ¢ryopreservation, production of multiples through
bl&tomersal culture and microsurgery are mentioned. Other techniques of future
application will be briefly commented,. for example sex determination, in vitro
fertilization and production of transqenetic animals.

Durely all these techniques will contribute to aliviate nourishment problems,

to improve life standard of people, especially in developed or underdeveloped
countries.

The progress that has been attained in the last decade is wonderfull;‘the progress
to be attained in the future has not imaginable limits. ' o
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Cuadro N° 1 : TRATAMIENTOS EMPLEADOS PARA PRODUCIR S'liPERDVULACION

Dia FSH-P PMS-G
el Ciclo Hora 28 mg 50 mg 2.000 U.I.
9 ) am - B -
pm = = -
0 am 5.0 mg 2.5 mg 2.000 UI
1 pm 5.0 mg 2.5 mg -
am 4.0 mg 5.0 mg -
n pm . -4:0 mg 5.0 mg -
. am  3.0mg+PGF,/* 7.5 mg PGF*
pm 3.0 mg 7.5 mg -
13 am 2.0 mg 5.0mg+PGFo* -
pm 2.0 mg 5.0 mg -
14 am - 1.5 mg =
pm I.2. 1.5 mg I.A.
am IoA- - IOA.
» pm - I.A. -
16 am I.A.
pm
am
17 pm

.

El cuadro indica tres tratamientos de superovulacidn tomando en este caso, el dia
10 del ciclo estral como inicio del tratamiento.

Cuadro N°2 :

I):;.a Procedimiento

0 Colocacién de implante + 1-'ml'Inyecci5n*
7 FSH

8 FSH

9 FSH + PGF + extraccidn-del ‘implante
10 FSH

11 Estro + IA

12 IA

18 ) Coleccién de erbriones

x !
1 ml es equivalente a 3 mo de norgestcmet v 5 mg de valerato de

estradiol
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Cuadro N°3 :

COMPOSICION DEL MEDIO DULBECCO'S FOSFATO BUFFER

SALINO (PBS) PARA COLECCION Y MANTENCION DE EM-

BRIONES.

Substancia ‘Coléccidn. Mantencidn
NaCl 8.00 gr/lt 8,00 gr/1t
KCl 0.20 gr/1t 0.20 gr/1t
cacl 0.10 ‘gr/1lt 0.10 gr/lt
MgCl,6H,0 0.10 gx/1t 0.10 gr/1t
NayHPOL2H,0 . 1.15 gr/1t 1.15 gr/1lt:
KH POy 0.20 gr/lt 0.20 gr/1t
Penicilina 100 UI ml 100 UI ml
Estreptomicina 100 ug ml 100 ug ml
Fungizone 25 ug ml 25 ug ml
Suero Fetal’ 1722 % 10 - 20 %
Piruvato. ' 0.33 mM
Glucosa , . 1 mg/mi
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