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FACTORES QUE AFECTAN EL DESARROLLO EMBRIONARIO

POST-TRANSFERENCIA EN BOVINOS

H. Rodriguez Martinez 1

RESUMEN

El desarrollo embrionario temprano en el bovino depende
de la viabilidad de sus blastomeras en un medio uterino
optimo. El desarrollo embrionario temprano, artificialmen-
te retardado o acelerado, por medio de la transferencia
asincronica de embriones bovinos normales, distorsiona
el balance uterino-embrionario, provocando la muerte
embrionaria e interfiriendo con el reconocimiento materno
de 1la gestacion.

INTRODUCCION i

La mortalidad embrionaria representa el mayor porcentaje de la falla reproductiva
en bovinos, donde hasta un 40% de los oocitos fecundados mueren (Sreenan &
Diskin, 1985). En animales "repetidores" estas cifras son ain mayores (Ayalon,
1978). En vaquillonas de primer servicio, la mayoria de las pérdidas embrionarias
ocurren fundamentalmente entre los dias 8 y 18 después de la inseminacidn artifi-
cial (Diskin & Sreenan, 1980; 1985; Roche, 1981).

La mayoria de los embriones colectados durante este periodo de vaquillonas
repetidoras mosfraron un retardo de su desarrollo (Gustafsson & Ploen, 1985).
Las causas de esta mortalidad embrionaria temprana ha sido objeto de extensas
investigaciones y de varias revisiones bibliograficas (Hawk, 1975: Ayalon,
1978; Sreenan & Diskin, 1985). Sin embargo, una explicacion consistente para
la mayoria de las pérdidas embrionarias no ha sido todavia, presentada.
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Desarrollo embrionario temprano en el bovino

En bovinos, la blastocista esférica de 7-8 dias, envuelta en su zona pelucida
eclosiona alrededor del dia 9 y se expande rapidamente, a partir del dia 12,
pasando por una fase tubular hasta la forma filamentosa. Esto ocurre en virtud
de una explosiva hiperplacia y reorganizacion de su epitelio trofobldstico.
La adhesidon intima con el epitelio uterino ocurre bastante tarde en el bovino
(King et al., 1980), por lo cual esta forma libre pre-implantacién juega un
rol importante en el establecimiento de las seflales embrionario-maternas antes
de la implantacion y la formacidén de la planceta.

Didlogo embrion-madre

Durante el estadio de elongamiento embrionario, es decir entre 1los dias 9 vy
18, ocurre una comunicacion entre el embrion y el endometrio. Muchos investigado-
res hablan de sefiales que el embrion envia al medio uterino. Esta sefial debe
ocurrir antes del dia 16 post-indeminacidén, es decir que para que cxista la
posibilidad de gestacidn no sélo debe un embrion estar presente in utero, sino
que éste debe estar presente, en forma viable, antes de ésta fecha. En caso
contrarie, se produce la regresion del cuerpo liteo (lutedlisis) con el adveni-
miento de un nuevo celo.

En la literatura inglesa aparece cominmente el término "maternal recognition
of pregnancy” o sea el reconocimiento, pcer parte del  organismo materno, de
su propia gestacién. Esto indica en principio que el embrion ha, con suceso,
comunicado su existencia.

Para que esta seflal y este reconocimiento ocurra, el embrion debe ser viable
y de apariencia normal (Albihn et al., 1990). Si el embridn esta degenerado
0 muerto, no se establece la gestacion, sino que la hembra entra en celo de
nuevo dentro de los limites de un ciclo normal. Si la viabilidad embrionaria
esta restringida, la sefial llega y no hay luteclisis inmediata, pero el embridn
muere luego y esto resulta en un ciclo prolongado.

Trabajos realizados en Uppsala han mostrado que un 25% 'de vaquillonas "virgenes"
{con expectativa de fertilidad normal) y hasta un 60% de las llamadas vaquillonas
repetidoras asintomaticas tienen embriones morfologicamente desviados (anormales)
7 dias luego de la inseminacion artificial (Linares, 1981; Gustafsson, 1985)
y hasta 14 dias post-inseminacion (Gustafsson & Larsson, 1985). Estos embriones
anormales tienen un crecimiento retardado, resultando en un elongamiento atipico
y una desviacion de. la morfologia gastrular (Gustafsson & Ploen, 1985; Albihn
et al., 1989, 1990). : '

Este crecimieto embrionario retardado puede depender Gnicamente de factores
embrionarios, de factores maternos, o de la interaccion del embridn y el endome-
trio. En la especie bovina, las secreciones uterinas son alcanzadas por el
embrion libre en la luz del dtero, antes de que el estado de gestacién ha sido

reconocido/establecido. .

Secreciones uterinas

El uUter> provee un micrcambiente en el cual tasas y velocidades de crecimiento
inusuales se producen a nivel embrionario (definido como elongamientol}. Estas
tasas de crecimiento, y particularmente la obtencion de embriones en estadios
filamentosos no se dan in vitro, aunque células trofoblasticas pueden cultivarse
en sistemas de laboratorio muy seuncillos.

Las secrecciones uterinas son una fuente muy rica de factores de crecimiento
y de - otros péptidos regulatorios (Simmen et al., 1986). Estos factores de creci-
miento podrian ser capaces de inducir el ‘ecrecimiento embrionario durante el
periodo pre-implantacidn. Para ello es necesario que el embridn, en particular
su trofoblasto, contenga receptores especificos para dichos factores de crecimien-
to entre sus proteinas de membrana. Sin dichos receptores, el tejido embrionario
es refractario a la accidn de estos péeptidos.
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Factores que afectan el desarrollo embrionario... A.3

Receptores especificos para por lo menos dos tipos de factores de crecimiento,
"epidermal growth factor" (EGF) y 'platelet-derived growth factor" (PDGF) han
sido localizados por nuestro grupo en Uppsala, mediante el uso de inmunocitoquimica
a nivel de microscopia optica y electromica. Dichos receptores se localizaron
a nivel de la membrana plasmatica del trofoblasto de embriones bovinos de 15
dias de edad (Rodriguez Martinez et al., 1989) y también existen a nivel del
epitelio uterino (datos sin publicar). Ultimamente hemos localizado estos factores
de crecimiento en el endometrio normal bovino, entre los dias 8 y 15 del ciclo
estral, de modo que una induccion utero-embrion es factible (datos no publicados).

Otro de nuestros experimentos intentd determinar la relacién de induccién dtero-
embrionaria en distintos medios uterinos. Demiembriones de 7 dias (Alhbin et
al., 1990), de padres normales, fueron transferidos no~quirirgicamente a animales
normales y a vaquillonas repetidoras asintomaticas. Luego de 8 dias en el . nuevo
medio wuterino, el desarrollo embrionario fue normal en las primeras, mientras
que en las vaquillonas repetidoras, la mayoria de los embriones no se elongd
o simplemente murio (Alnbin et al., 1989).

Fl embrion

Si bien el elongamiento embrionario es necesario durante la etapa preimplantaciodm,
ésto no garantiza un reconocimiento del estado gestacional. El embrién debe
ser viable y en principio secretar cierto tipo de sustancias. El embrion bovino
producé proteinas especificas, algunas de las cuales estan completamente identifi-
cadas y relacionadas con influencias inmunosupresivas, o estimulantes (alfal-
FP) del elongamiento, crecimiento, hiperplasia, y de su rearreglo celular (Thatcher
et al., 1984; Roberts et al., 1990). La sintesis de estos polipéptidos ocurre
a nivel trofoblastico. De hecho, el wuso rutinario de vesiculas trofoblasticas
en transferencia embrionaria para aumentar las tasas de gestacidm, indican su
rol en la secrecion de sustancias seital.

Factores hormonales

La progesterona secretada por el cuerpo liteo es necesaria para el establecimiento
de la gestacién. En ensayos de transferencia embrionaria, los niveles de progesteron
en plasma tienden a ser mas altos en aquellos animales con desarrollo embrionario
normal - que en aquellos donde 1los embriones no se desarrollan, como en el caso
de animales repetidores asintomaticos (Gustafsson, 1985; Albihn et al., 1990).
No existe sin embargo, una diferencia estadisticamente significativa en los
valores de progesterona plasmatica cuando se consideran poblaciones heterogéneas
de animales (ej. vacas y vaquillonas, etc).

La progesterona maternal parece jugar un papel importante en la regulacidn del
crecimiento embrionario y su desarrollo durante la gestacion temprana en bovinos,
via de las secreciones uterinas. En ovinos, la suplementacion con progesterona
aumento la tasa de divisiones celulares en el embrion en elongamiento (Winterberger
Torres, 1967). En bovinos, la administracion de progesterona exogena durante
los primeros 5 dias de la gestacion estimuld cambios en las secreciones uterinas,
que también estimularon el crecimiento embrionario (Garret et al., 1988; Fox
et al., 1988/89). Esta activacion puede influenciar 1la actividad secretoria
del endometrio directamente (Garret et al., 1988; Bartol et al., 1985; Roberts
et al., 1988), o indirectamente, a través del incremento del desarrollo morfoldgico
de los embriones y de su actividad biosintética (Thatcher et al., 1986). Embriones
de 14 dias, de vacas tratadas comn progesterona, sintetizaron y liberaron polipép~
tidos asociados con la 'maternal recognition of pregnancy" (Knickebocker et
al., 1986).

Dado que 1la progesterona ejerce su influencia sobre las células blanco a través
de su interacidn con receptores especificos, es muy probable que las diferencias
en viabilidad y crecimiento embrionario encontrados en diferentes categorias
de recipientes reside a nivel de estos receptores.

Nuestro grupo en Uppsala ha establecido los:  niveles de receptores nucleares
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(biolégicamente activos) de progesterona en el endometrio de vaquillonas "virge-
nes" y de vaquillonas "repetidoras asintomaticas" en el dia 15 de la gestacion,
8 dias después de la transferencia de embriones de 7 dias, "normales”. Las
concentraciones de estos receptores nucleares de progesterona materna en ey
endometrio de animales normales, con embriones elongados, fue mayor que en
vacas repetidoras. Esto indicaria que en estos ultimos, o hay una influencia
menor de la progesterona materna sobre el Utero o existe una falta de habilidad
del embrion para estimular el endometrio (Stanchev et al., 1990).

Las - vaquillonas repetidoras, recipientes de embriones de 7 dias, tenian, al
dia 15, menor cantidad de receptores especificos para la progesterona materna,
lo que podria explicar en parte el peor desarrollo de los embriones transferidos,
comparados con los de las vaquillonas ‘"virgenes'". De acuerdo a estos datos,
el sindrome de vaca repetidora podria estar relacionado con una respuesta uterina
suboptima (Stanchev et al., 1990).

Asincronia entre el embridn en desarrollo y la madre

Una serie de sefiales biologicas son producidas por el embridm y el medio uterino
para permitir el establecimiento de la gestacion. Para poder prevenir la lutedli-
sis alrededor del dia 16 del ciclo estral, el embrion bovino que se esta elongando
debe ser lo suficientemente maduro para producir sustancias que indique su
presencia al organismo materno (Betteridge, 1980:; Northey & French, 1980).

La sincronia entre el desarrollo embrionrio y la fase del ciclo estral materna
es un principic basico em la reproduccion animal (Nicholas, 1933). Para que
ésta sea exitosa en el bovino, la disparidad entre el grado de desarrollo embrio-
nario y el momento fisiologico del dtero no debe exceder las 24 horas, y en
general, muy pocas gestaciones se obtienmen cuando la asincronia entre la donante
de embriones y la recipiente es mayor de 3 dias (Rowson et al., 1972; Betteridge
et al., 1980; Wrigth, 1981).

Se sobreentiende que el medio uterino también influencia el desarrollo morfologico
del embrion. El desarrollo de embriones ovinos transferidos a ovejas asincroniza-
das fue acelerado por un medio uterino fisioldgicamente "mas viejo" y desacelerado
cuando el embridon fue colocado en un medio uterino "mas joven". Esos ‘embriones
modificados" no fueron capaces de prevenir la lutedlisis, y por ende no hubo
gestacion (Wilmut & Sales 1981; Lawson et al., 1983). La morfologia de estos
embriones, sin embargo, no fue estable¢ida con exactitud. Hasta el momento,
datos concernientes al efecto de la asincronia en la transferencia embrionaria
sobre las tasas y la morfologia del desarrollo embrionario en la vaca receptora
no se encuentran en la literatura.

La ocurrencia de asincronia Utero-embrionaria espontanea en animales inseminados
artificialmente es una de las causas de muerte embrionaria temprana en bovinos
y ovinos (Sreenan & Diskin, 1985; Wilmut et al., 1985; Pope, 1988), cuando
el estadio de desarrollo embrionario esta muy fuera de fase respecto al dia
del ciclo9 materno y no puede compensar el medio uterino inapropiado. Si no
logra inhibir la lutedlisis, el embridn muere,

Los esteroides ovaricos, especialmente la progesterona, juega un.rol muy importan-
te regulando los cambios en el medio uterino que son esenciales para el desarrollo
embrionario y el establecimiento de una prefiez normal (Maurer & Ectercamp,
1982; Lee & Ax, 1984; Wilmut et al., 1985). Los efectos de la progesterona
sobre la morfologia y la actividad metabolica de las células endometriales
son medidas via receptores especificos (Savouret et al., 1988). En caso de
ausencia de dichos receptores, el tejido en cuestidén es refractario a la accion
de la hormona (Moudgill, 1987). El endometrio de vaquillonas repetidoras, reci-
pientes de embriones de 7 dias, contenia una cantidad menor de receptores nuclea-
res (bioldogicamente activos) que los cuantificados en el endometrio de vaquillonas
normales en el dia 15 post-estro. Sin embargo, los niveles de progesterona
plasmitica no diferian entre ambas categorias de animales (Stanchev et al.,
1990).
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Factores que afectan el desarrollo embrionario... A.5

Nosotros hemos estudiado las tasas de sobrev1v1enCLas y la morfologia de embrio-
nes bovinos expuestos a medios uterinos asincréonicos con su estadio de desarrollo
durante la fase critica de elongamiento embrionario que sucede previo al recono-
cimiento de 1la gestacion por narte del organismo materno. Los resultados
demostrarc1 claramente ‘que el crecimiento embrionario fue modificado por el medio
uterino del recipiente. Asimismo, el contenido de receptores nucleares especifi-
cos de progesterona en el endometrio de las recipientes (o sea, el nivel de
influencia hormonal lograda a nivel del tejido) fue claramente influenciado
por la presencia embrionaria (Albin et al., 1990).

Pares de embriones bovinos de 7 dias fueron transferidos no quirurgicamente
a vaquillonas recipientes sincronizadas (R+0) o con 3 dias de desfazaje, o
sea en el dia 4 (R-3) o en el dia 10 (R+3) del ciclo estral. Las vaquillonas
se faenaron 8 dias después de realizar la transferencia embrionaria. Los embrio-
nes recuperados del grupo R+0 (control) mostraron morfologia normal a nivel
optico y electronlco, mientras que los del grupo R-3 no presentaron elongamiento
y degeneracion tanto del disco embrionario como del trofoblasto. Los embriones
recuperados del lote R+3 eran los de mayores dimensiones y en ellos, mientras
el trofoblasto mostré una morfologia normal, el disco embrionario presentd
signos claros de degeneracion celular. Mientras los niveles de progesterona
en plasma no variaron significativamente entre los grupos de vaquillonas reci-
pientes, la presencia de embriones en utero influencié positivamente el contenido
de receptores celulares especificos de la hormona a nivel del endometrio, en las
muestras obtenidas post-morten. El desarrollo embrlonarlo temprano en el bovino es

negativamente influenciado por un medio uterino asincronico con la edad
(Albinh et al., 1990). ad del embrion

SUMMARY

FACTORS AFFECTING THE EARLY DEVELOPMENT OF TRANSFERRED BO
VINE EMBRYOS.. The early embryonic development in
the bovine depends upon the viability of the blastomeres
in an optimal uterine milieu. A delayed or hastened,
artificially-induced embryonic development distorts
the balanced relationship between the uterus and the
embryo and may provoke embryonic death, thus interfering
with the "maternal recognition of pregnancy".
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