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Resumen.

Actualmente existen diferentes técnicas de reproduccion asistida
para facilitar el trabajo en la granja. La tecnologia MOET consiste en la
multiovulacion y transferencia de embriones, y es una de las técnicas
reproductivas que se encuentran en auge en estos momentos. En
animales de gran valor, esta técnica puede facilitar, por una parte, la
conservacion de genes maternos valiosos; y por otra, la produccién de
mas de un ternero al afio. Por todo ello, los objetivos de este trabajo son
(1) revisar el proceso de transferencia embrionaria, (2) comparar los
principales avances existentes en la actualidad y (3) establecer la
combinacion mas util a nivel de campo en vacuno lechero segun dichas
comparaciones. Tras la revision bibliografica determinamos que la
sincronizacion de la donante con el uso de hormonas FSH es la mas
efectiva, mientras que la receptora mantendra una presincronizacién de
facil adaptaciéon a las tareas de los trabajadores; la recuperacién de
embriones se recomienda hacer con un medio comercial, del mismo modo
que los lavados; y, en cuanto al futuro de estos, se tiene como objetivo la
vitrificacién con transferencia directa que, aunque actualmente no es una
técnica puesta en marcha a nivel comercial, ya hay estudios alentadores

al respecto.

Palabras clave: Transferencia, embriones, MOET, reproduccion.
Abstract.

Nowadays, there are different assisted reproductive techniques to
make easy the work at farm. The MOET technology involves
superovulation and embryo transfer, and is one of the reproductive
techniques that are booming right now. In genetically important cows,
MOET technology must be considered to provide the genes preservation
in the herd and to produce more than one calf in a year. Therefore, the
objectives of this paper are (1) review the process of embryo transfer, (2)

compare the main existing progress at present by the bibliographic



references and (3) establish the most useful combination to apply this
technique in the farms. After the revision, we concluded that the best
combination to apply the MOET technology in field is a synchronization of
donor cows using FSH hormones and a comfortable presinchronization for
the recipients cows; the embryo collection may be did with a commercial
medium, like the wash. The objective about the future of embryos is
vitrification with direct transfer, although now there are not launched

commercially, there are studies that encourage it.
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1. Introduccion.

A lo largo del tiempo se ha buscado diferentes técnicas que
facilitasen el manejo en la granja, como la inseminacion artificial (1A) o la
superovulacion con transferencia de embriones (MOET). Esta ultima
técnica permite que hembras seleccionadas genéticamente puedan
incrementar su numero de crias en un afio, mejorando asi tanto la

capacidad productiva como el nivel genético de la granja.

Histéricamente, aunque la transferencia de embriones comenzé a
realizarse en 1890, no fue hasta 1950 cuando se aplicé al vacuno (Selk;
2002). Por aquel entonces, tanto la recuperacion como la posterior
transferencia de los embriones a la hembra receptora se realizaba de
forma quirurgica, haciendo inviable la aplicacién de esta técnica de forma
rutinaria en una explotacion. A finales de 1970 se desarrollan las técnicas
no quirdrgicas para estos procedimientos, momento en el cual se dispara
el uso de la transferencia de embriones en los paises mas involucrados
(Selk; 2002). Aunque muchos ganaderos opinan que no resulta rentable el
empleo de estas tecnologias a nivel de granja por la complicacion en el
manejo, en la préactica real podemos observar como muchos paises ya lo
estan empleando en animales valiosos, ya que resulta sencillo una vez se

tiene el protocolo adaptado y se toma cierta practica.

Actualmente, algunos estudios como el publicado por Kimura y
Matsuyama en 2014, establecen que el porcentaje de concepcidén se
mantiene entre el 40% y el 70%, dependiendo del tamafio del embrion en
el momento de la transferencia. Ademas, estos parametros también
variaran segun si el embrién se mantiene en fresco o ha sido congelado o

vitrificado.

2. Hembra donante.
La tecnologia MOET resulta muy util por varias razones, bien sea
porque la madre no estd capacitada para llevar la gestacion adelante

(problemas de implantacion embrionaria, fibrosis uterina, etc), para la



produccion rapida de terneros o para la conservacion de estos genes. Por
lo tanto, aunque no es estrictamente necesario, el primer paso es
establecer un criterio de seleccion genética de la madre, ya que es un

proceso costoso y no resulta rentable en vacas sin importancia genética.

Este animal serd sometido, en primer lugar, a un analisis general
para verificar que cumple las condiciones sanitarias y fisiologicas
adecuadas para que el embrion sea viable. Ultimamente se estan
estudiando los niveles adecuados de Hormona Anti-Mulleriana (AMH)
para la determinacion de la reserva folicular de las donantes (Vernunft et
al; 2015). Esta hormona es una glicoproteina producida especificamente
en las gonadas; en el caso de las hembras, en las células de la granulosa
de los foliculos antrales y preantrales (Souza et al; 2014), y puede ayudar
en la seleccion de hembras con buena capacidad de respuesta a la
superovulaciéon. Mientras que algunos autores, como Rico et al (2012)
determinaron que una vaca con alta capacidad de superovulacion debe
tener unos niveles superiores a 87pg/mL (15 foliculos) y 74pg/mL (10
foliculos) de AMH sérica para ser aptas para las técnicas MOET, autores
como Vernunft et al (2015) concluyen que aunque es un buen marcador
general para la seleccion de estos animales, no es eficaz su uso Unico
como referente. Siguiendo estos articulos, podemos decir que la AMH es
un excelente indicador de la capacidad ovarica de las hembras a tener en

cuenta en los analisis, pero no de forma Unica.

Los valores productivos y reproductivos también seran evaluados,
tanto los suyos como los de sus progenitores. Tras todos los andlisis y
examenes pertinentes, es importante esperar que pase un minimo de 60
dias desde el dltimo parto y observar al animal durante al menos dos
celos para asegurar tanto una correcta involucién uterina como la

regularidad y aspecto de estos (Selk; 2002).

Una vez ha pasado este segundo celo, se puede comenzar el
tratamiento superovulatorio para poder reclutar el mayor namero de

embriones posible, para lo cual expondremos las diferentes hormonas



utilizables y los protocolos més habituales. Por ltimo, se recogeran estos
embriones para poder clasificarlos, valorar su estado y bien aplicarlo en

fresco a la vaca donante o bien congelar/vitrificar para su conservacion.

2.1. Condiciones sanitarias.

Antes de comenzar con este proceso, es importante determinar
qgue el animal donante cumple todos los requisitos necesarios, tanto
sanitarios como fisiolégicos, para que la transferencia sea exitosa.
Siguiendo el Real Decreto 855/1992, del 10 de Julio de 1992, se
establece que sanitariamente una vaca donante ha de proceder de un

rebafo:

Indemne de tuberculosis.

¢ Indemne de brucelosis.

¢ Indemne de leucosis enzodtica bovina o sin casos clinicos en los
altimos 3 afos.

e Sin casos clinicos de rinotraqueitis infecciosa bovina/ vulvovaginitis

purulenta infecciosa.

Ademas, la condicion corporal estara en torno al 3,5/5, la alimentacién
sera adecuada para su estado productivo y no presentarda ninguna
patologia. El dia de la observacién general y el dia de la recogida de los

embriones, el animal no debe mostrar clinica de ninguna patologia.

Junto a las anteriores condiciones, esta donante debe cumplir ciertas
expectativas en cuanto a caracteristicas reproductivas (Selk; 2002), como

son:

e Ciclos estrales regulares comenzados a edad adecuada.

e Historia de no haber necesitado mas de dos inseminaciones por
concepcion.

e No haber tenido problemas en partos anteriores.

e No haber sufrido irregularidades reproductivas.

e No tener defectos conformacionales.



¢ No tener defectos genéticos detectables.

2.2. Tratamientos de superovulacion.

Conocemos que la vaca es una especie monotoca, por lo que si el
ovulo que produce en cada ciclo estral queda fecundado pasaria a
producir un ternero al aflo. En los programas MOET queremos recuperar
varios embriones por ciclo en una hembra donante para poder
transferirlos a las receptoras, de modo que recurriremos a un programa
de sincronizacion y superovulacion para hacer viable esta idea y
conseguir varios ovocitos fecundantes en el momento de la inseminacion

artificial.

Antes de iniciarse el tratamiento de superovulacion hemos de
asegurar que los ciclos estrales de esta hembra son normales y existe un
cuerpo luteo normal por medio de palpacion rectal o ecografia para
establecer un punto de partida (Stringfellow y Givens; 2010). Actualmente,
se realiza una presincronizacion de estas vacas para no tener que
examinar los ovarios de todas las hembras que se vayan a sincronizar, y

asi establecer un punto inicial de una forma sencilla.

Para saber en qué momento del ciclo nos encontramos, debemos

detectar que existe un cuerpo liteo sobre el que actuar.
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Figura 1. llustracion basica del ciclo estral de la vaca. Obtenido de “Fisiologia
Reproductiva el Ganado Bovino, Parte 1” en salesganasal.com (visitado el dia
15/05/2015).




Para poder sincronizar este momento, se pueden emplear
diferentes técnicas, tanto quimicas como fisicas. En los paises donde los
estrogenos estan permitidos, resulta muy util el uso de estradiol el dia 0,
momento en el cual se introduce un dispositivo liberador de progesterona
(P4) como el CIDR (Bé y Mapletoft; 2015). En Europa esto no es posible,
por lo que se puede realizar bien una ablacion folicular o bien una
presincronizacion con tratamientos hormonales a base de progesteronas
(P4), prostaglandinas (PGF) y GnhRH (hormona liberadora de
gonadrotropina). La primera opcion, ya en desuso, consiste en la
aspiracion ecoguiada de los foliculos mayores de 5mm para
posteriormente insertar un dispositivo CIDR. El tratamiento con FSH se
iniciara tras 24-48 h (B6 y Mapletoft; 2015). Por otra parte, la
presincronizacion mediante el uso de GnRH consiste en la administracion
de esta cuando existan foliculos dominantes, de modo que se produciré la
ovulacion de estos vy, tras dejar pasar este celo, podremos comenzar con

una onda folicular nueva (Bé y Mapletoft; 2015).

Si no se encuentran foliculos dominantes, se realizard una
presincronizacibn mas detallada, donde se comenzard con la
administracion de una PGF junto a la colocacién de un dispositivo CIDR
(Figura 2). Siete dias después se estimulara la ovulacion con una dosis de
GnRH (B6 y Mapletoft; 2015). Pasadas 36 h se comenzara el estimulo

con FSH, como se detalla a continuacion.

CIDR
CIDR FSH Recoleccion
FSH | FSH | FSH | FSH FSH IA de
PGF PGE PGE embriones
am am | pm | am | pm | am pm am
-8 -1 0 3 4 5 6 12

Figura 2. Esquema basico de un sistema de presincronizacion con FSH de origen
porcino (FSH-p) en vacas donantes de embriones, con ayuda de implantes de
progesterona para una mayor precisién (CIDR: Dispositivo liberador de progesterona,
GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas, FSH: Hormona foliculo estimulante,
PGF: Prostaglandina, IA: Inseminacion artificial).
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TIPOS DE FSH:

1. FSH PORCINA (FSH-p) Y FSH OVINA (FSH-0).

El uso de FSH-p es el mas empleado de los tres tratamientos que
se van a exponer, ya que fue el primero en desarrollarse y el que mejores
resultados aportaba. Esta técnica se suele iniciar alrededor de los dias 8-
14 del ciclo estral, ya que como vemos en la Figura 1, se encuentra la
fase de transicion entre la degeneracion del cuerpo luteo de la primera
onda folicular y el reclutamiento folicular de la segunda onda (Gorlach;
1997).

Aunque los protocolos que se pueden llevar a cabo a partir de esta
hormona son muy diversos, el esquema general se centra la inoculacion
de FSH-p cada 12 h a dosis decrecientes durante un periodo aproximado
de 4 dias, dependiendo del protocolo. El ultimo dia de tratamiento se
aplica también una PGF cada 12 h, tras lo cual se observara el celoy, 12-
24-36 h después de la deteccion del celo se realizard la inseminacion
artificial (Figura 3) con el fin de asegurar la fecundacion del animal
(Gorlach; 1997). Si se considera, se puede inducir la ovulacién con GnRH
0o hCG (gonadotropina coriénica humana) 24 h después del cese de la
administracion de FSH.

FSH FSH Recoleccion
FSH | FSH | FSH | FSH | FSH | FSH 1A 1A 1A de
PGF | PGF embriones
am pm am pm am pm am pm am | pm | am
15 16 17 18 19 20 21 27

Figura 3. Esquema bésico de un sistema de sincronizacion con FSH de origen porcino
(FSH-p) en vacas donantes de embriones (FSH: Hormona foliculo estimulante, PGF:
Prostaalandina, |A: Inseminacion artificial).

El principal problema que encontramos en esta técnica es el dificil
manejo de los animales y el posible estrés que esto les suponga, ya que
hay que pincharles cada 12 h. Aun asi, esto no parece tener mayor

importancia, puesto que en la actualidad son las mas utilizadas por sus

11




altos resultados en cuanto a reclutamiento de 6évulos fecundantes en el

momento de la inseminacion.

Los diferentes tipos de hormonas FSH que podemos encontrar en

el mercado son:

e FSH-p: Origen porcino.
o Folltropin V ® (Bioniche Animal Health Inc., Canada).
o Pluset ® (Calier, Espafia).
o Stimufol ® (Merial, Francia).
e FSH-o: Origen ovino.
o Ovagen ® (Comextrade, Nueva Zelanda).

2. FSH recombinante (FSH-RDb).

Las gonadotropinas recombinantes pueden ayudar en la
superovulacion de las vacas facilitando su administracion, ya que en
diversos estudios se ha determinado que su efecto tiene lugar durante
largos periodos de tiempo, por lo que tan solo haria falta una

administracion de esta.

El estudio realizado por Carvalho et al (2014) determiné un
protocolo de sincronizacion y superovulaciéon de las hembras a partir de
una sola administracion de FSH-Rb. Este proceso se observa resumido
en la Figura 4; comienza en un punto aleatorio del ciclo estral, ya que
todos los foliculos mayores de 5mm se aspiran de forma ecoguiada. 36 h
después se coloca un dispositivo liberador de progesterona (CIDR) y se
inicia el tratamiento superovulatorio con una Unica inyeccion de FSH-Rb, y
a las 48 y 72 h se administrarda una PGF. El dispositivo CIDR
permanecera en la hembra tan solo 84 h, por lo que pasado este tiempo
se retirara y, 24 h mas tarde, se estimula la ovulacion con una inyeccion
de hCG. Después de esta estimulacién se inseminan las hembras en dos

ocasiones con unos periodos de 12h entre ellas.
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Aspiracion CIDR Recoleccion
de los PGF | PGF CIDR hCG | IA | IA de
foliculos FSH embriones
am am pm pm pm am
0 2 4 5 6 7 13

Figura 4. Esquema basico de sincronizacion de hembras donantes de embriones
mediante el uso de FSH recombinante (FSH-Rb) con presincronizacion con CIDR
(CIDR: Dispositivo liberador de progesterona, FSH: Hormona foliculo estimulante,
PGF: Prostaglandina, hCG: Gonadotropina coriénica humana, IA: Inseminacion
artificial).

Este sistema de superovulacion nos muestra como la FSH-Rb es
una gran alternativa para facilitar la administracion de hormonas
necesarias sin tener que emplear eCG (B6 y Mapletoft; 2014), y a pesar
de no encontrarse actualmente en el mercado, existen estudios que

animan a un futuro uso de esta hormona.

HORMONAS CON EFECTO FSH:

1. eCG.

La “Gonadotropina Coridnica Equina” (eCG) comenz6 a emplearse
en la superovulacién por su larga vida media. Esta hormona comenzé a
utilizarse antes que las FSH, empleandose Unicamente una dosis, pero la
superovulacién resulta menos efectiva. Esta ejerce su efecto durante mas
de 10 dias, por lo que siempre que se emplea se debe tener en cuenta
para poder administrar un suero anti-eCG y asi cesar el efecto y no

producir quistes foliculares.

El esquema general que sigue una superovulacién con eCG se
puede observar en la Figura 5, y se centra en la administracion de esta
hormona alrededor del dia 15 del ciclo estral, el cual aseguraremos a
partir de palpacion rectal y ecografia o mediante una presincronizacion.
Tres dias después se administraran dos dosis de una PGF con un
intervalo de 12 h entre si, de modo que al dia siguiente presentara celo y
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12-24-36 h después se realizardn las consecuentes inseminaciones
artificiales (Gorlach; 1997).

IA
eCG PGF | PGF an: T dze::src.;:):s
ecG
am pm pm | am
15 18 19 20 21 2

Figura 5. Esquema basico de sincronizacién de hembras donantes de embriones
mediante el uso de eCG (eCG: Gonadotropina coriénica equina, PGF: Prostaglandina,
IA: Inseminacién artificial).

Es importante prestar atencion a las posibles reacciones adversas
de esta hormona, ya que en algunos animales puede provocar
anticuerpos anti-eCG. Si esto ocurriera se necesitaria, bien el empleo de
mas dosis de esta hormona en las siguientes sincronizaciones para
alcanzar el mismo efecto, o bien pasar a utilizar la hormona presentada a

continuacion (Gorlach; 1997).
2. hMG.

La hormona menopausica humana (hMG) tiene un efecto y una
vida media similar a la FSH, por lo que los protocolos a seguir con esta
los observamos en la Figura 6, y son los mismos que con la FSH. Las
principales diferencias entre la hMG y la FSH es el coste mucho mas
elevado que tiene esta primera, por lo que su uso tan solo se dara cuando
el animal haya desarrollado anticuerpos como respuesta a los
tratamientos con eCG o FSH (Gdrlach; 1997).

hMG | hMG 1A
hMG | hMG | hMG | hMG | hMG | hMG IA IA Recoleccion
de embriones
PGF | PGF hcG
am pm am pm am pm am pm am pm am
15 16 17 18 19 20 21 27

Figura 6. Esquema basico de sincronizacion de hembras donantes de embriones
mediante el uso de hMG (hMG: Hormona menopausica humana, PGF: Prostaglandina
PGF, IA: Inseminacién artificial, hCG: Gonadotropina coriénica humana).
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El tratamiento con hMG tiene los mismos resultados que el
tratamiento con FSH-p en cuanto a ndmero de embriones transferibles,
pero los conseguidos con la primera técnica tienen una menor tasa de

adaptacioén (Alcivar et al; 1992).
3. FSH-p + eCG.

Un estudio realizado por Mattos et al (2011) realiza una
sincronizacion de superovulacién en hembras donantes empleando una
combinacion entre FSH-p y eCG para conocer si mejorando el manejo se
podrian conseguir mejores resultados en la superovulacion. El grupo de
animales sometidos a esta combinacibn pasaron por una
presincronizacién con la siguiente aplicacion de un dispositivo CIDR el dia
0 para establecer un punto de partida en el proceso. A continuacion, el dia
4 se comenzaron a aplicar dosis decrecientes de FSH cada 12 h durante
3 dias; ya que al cuarto dia se administraron dos dosis de eCG junto a
dos dosis de PGF. En el momento de la dltima inyeccion de eCG y PGF
se retira el dispositivo CIDR y se induce la ovulacion con una inyeccion de
GnRH 18 h mas tarde. La inseminacién artificial se produce alas 6 y 18 h

tras esta dosis de GnRH (Figura 7).

CIDR
eCG Recoleccién
CIDR | FSH | FSH | FSH | FSH | FSH | FSH eCG 1A | IA de
PGE PGE embriones
am pm | am | pm | am | pm am pm am | pm
0 4 5 6 7 8 9

Figura 7. Esquema béasico de sincronizacion de hembras donantes de embriones
mediante el uso de una combinacién de FSH + eCG (FSH: Hormona foliculo
estimulante, eCG: Gonadotropina coridnica equina, PGF: Prostaglandina, IA:
Inseminacién artificial, CIDR: Dispositivo liberador de progesterona, GnRH: Hormona
liberadora de gonadotropinas).

Esta prueba concluyé con unos resultados favorables respecto a la
combinacion de FSH + eCG en cuanto a numero de foliculos producidos;

pero la tasa total de fecundacion resulta similar tanto en este sistema
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como en la administracién de FSH-p. Por esto, podemos decir que este
sistema resulta poco util, ya que hemos de tener en cuenta que la eCG
puede necesitar el empleo de su antagonista para neutralizar el efecto,
gue puede alargarse y provocar bajas tasas de ovulacién, por lo que

tampoco resulta muy practico su uso.

2.3. Recuperacion embrionaria.

Este proceso es relativamente sencillo, pero si la vaca es nerviosa
es preferible realizar una anestesia epidural para asegurar que no se
producen dafios. Esta técnica requiere de mucha paciencia y material
especializado estéril. ElI material necesario para esta técnica es
(Robertson; 2015):

e Catéter de 52cm de silicona.

e Fiador de 60cm.

e Una llave de tres vias, con un extremo adaptado al catéter de
recoleccion y los otros dos conectados a canales de entrada y
salida del liquido de recoleccion.

e Una jeringa de 10mL y otra de 60mL.

e Filtro de recogida de embriones.

e Dilatador cervical.

e Liquido de recogida.

e Gelatina sin espermicida, especial para la recogida de embriones.

16



Catheter.
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vigro media
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Inflow syringe
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Outflow Three way valve

-a— EZ flow filter/search disk

Figura 8. Sistema de recoleccion de embriones bovinos. Obtenido de Robertson
(2015).

En la imagen anterior (Figura 8) podemos observar un esquema
sencillo sobre el material necesario para la recoleccion adecuada de
embriones bovinos. El medio de recoleccibn empleado suele ser una
preparacién comercial que contiene surfactante y antibiéticos como la
gentamicina y la kanamicina (Robertson; 2015). Por otra parte, algunos
veterinarios emplean Ringer Lactato al que afiaden 0,01% de albumina
sérica bovina como surfactante (Robertson; 2015), siendo igual de
efectivo y mas barato si se va a emplear para técnicas rapidas. Por otra
parte, en algunos paises no aceptan estos embriones porque el empleo
de la albumina sérica bovina supone un riesgo en la transmision de
encefalopatias espongiformes, por lo que es sustituida por PVA (alcohol

polivinilico).

Siete u ocho dias después del celo, se introduce un catéter de silicona
por el cérvix con ayuda de un fiador hasta llegar al cuerpo del utero (Selk;
2002), evitandose siempre la lesion de cualquiera de estas estructuras
para que la recoleccién sea exitosa y no haya problemas en un futuro. Si

17



se observan dificultades para este proceso, que deberia resultar sencillo
por su parecido a la inseminacion artificial convencional, se recurrird al
empleo del dilatador cervical, pero nunca se forzara el paso del catéter.
Es entonces cuando el manguito se llena lentamente con unos 2 mL de
suero salino, se tira ligeramente hasta bloquear el orificio del cérvix y se

termina de rellenar con este liquido.

A continuacion, se conecta este catéter a un tubo de entrada de
liguido de recogida (inflow) y a otro tubo de salida para este liquido
(outflow) mediante la llave de tres vias. El tubo de inflow se colocaré en la
parte alta de la vaca, y el outflow en la parte baja, de modo que el liquido
es introducido y recogido mas facilmente por gravedad. Conforme se va
introduciendo el liquido se ha de hacer un masaje uterino por via rectal
haciendo hincapié en el primer tercio del cuerno uterino. Para saber la
cantidad de liquido que hay que introducir, a la palpacion debe dar la
sensacién de que estamos ante una gestacion de 40 dias, que sera
alrededor de un litro (Selk; 2002). En la Figura 9 podemos observar como
uno de los cuernos puede ser bloqueado con los dedos para que el
liquido de recuperacion vaya al cuerno contrario, ya que en ocasiones el
catéter queda en direccién a uno de los dos cuernos, lo que provocaria un

mal lavado si no se tiene en cuenta este detalle.
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Figura 9. Explicacion de como asegurar el llenado de ambos cuernos uterinos
mediante la compresién de uno de ellos. Obtenido de Robertson (2015).
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Una vez recolectado todo el liquido, los embriones deberian haber
guedado en el filtro colocado anteriormente en la zona de outflow, de
modo que se observara este en un estereomicroscopio para verificar la

presencia de embriones y la viabilidad de estos.

2.4. Evaluacion de los embriones.

Los mejores valores que predicen la adecuada viabilidad de los
embriones son la fase de desarrollo segun el tiempo pasado desde la
ovulacion, y el estado general de estos. Por lo tanto, una vez se han
recogido hay que clasificarlos por estos criterios. Esta categorizacion
resulta bastante subjetiva, pero para poder establecer un criterio
internacional, la “Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones”
(IETS) ha establecido ciertos grados atendiendo a: forma y tamafio de los
embriones y los blastémeros; color, textura del citoplasma y la presencia
de vesiculas en este; existencia o ausencia de células andémalas y
regularidad de la zona pellcida (Selk; 2002). La siguiente imagen (Figura
10) muestra los principales puntos de fijacion para poder clasificar los

embriones:

T

Zona pellucida
Perivitelline space

Inner cell mass

Blastocoele cavity
Trophoblast cells

Figura 10. llustracién de un blastocisto que nos muestra las diferentes zonas donde
hemos de fijarnos para la buena clasificacion de los embriones. Obtenido de Jahnke
et al (2015).

En primer lugar, para establecer correctamente los criterios
anteriormente citados es muy importante saber a qué dia de la ovulacion
nos encontramos, por lo que se suelen recoger entre los dias 6 y 8 dias
tras esta. Ante todo debemos cuidar que estos embriones se conserven

en buen estado durante el proceso, por lo que se mantendran en un
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medio especifico, normalmente el liquido de recoleccion, a unos 20-30°C
(Stringfellow y Givens; 2010). Para poder examinarlos completamente, se
pondran en un plato de retencidon y se observaran al estereomicroscopio a
50-100x aumentos, girandolos si es necesario para observar que la zona

pelGcida se mantiene intacta (B6 y Mapletoft; 2013).

La clasificacion segun el estado de desarrollo va desde el estadio
“1” (ovocito sin fecundar) hasta el numero “9” (blastocisto expandido
eclosionado); mientras que el estado cualitativo se clasifica del “1”
(excelente/bueno) al “4” (muerto/degenerado). A continuacién se

expondran y explicaran brevemente cada una de estas clasificaciones:

Clasificacion segun el estado de desarrollo (revisado en Jahnke et al;
2015):

1. Sin fecundar. Tan solo se observa una célula ocupando el espacio
embrionario, por lo que se puede asumir que corresponde con un
ovocito sin fecundar. Mantiene una zona pellcida intacta, una
membrana vitelina completamente esférica, granularidad del
citoplasma uniforme y un espacio vitelino moderado.

Es muy importante poder diferenciar esta estructura de un estadio
4 (morula), ya que como se podra observar en la Figura 11, es muy
facil confundirlos por el parecido morfolégico de ambos.

2. 2-12 células. Se suele encontrar en el oviducto, en hembras donde
la recogida se ha llevado a cabo alrededor de los 5 dias tras el
celo, por lo que si lo encontramos en hembras donde la recogida
ha sido en los dias 6-8 suele indicar muerte o degeneracion.

Estas estructuras no se consideraran viables ni para
criopreservacion ni para transferencia en fresco.

3. Morula joven. Encontramos alrededor de 16 blastdbmeros en el

interior, pero es dificil diferenciarlos entre ellos por la superposicién
gue hay, de modo que ocupan gran parte del espacio perivitelino.
Este estadio se puede considerar para la transferencia en fresco,

pero no aporta buenos resultados si se utiliza para la conservacion.
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Morula compacta. Los blastomeros estan aglomerados, ocupando
alrededor del 60-70% del espacio perivitelino, por lo que resulta
imposible diferenciarlos.

Blastocisto joven. La principal caracteristica del blastocisto es la

presencia de liquido en la cavidad denominada “blastocele”. Los
trofoblastos ya diferenciados son facilmente visibles entre el
blastocele y la zona pelldcida. Las células que componen el
embridn ocupan aproximadamente el 70-80% del espacio
perivitelino.

Blastocisto. Aqui la cadena de trofoblastos se diferencia
claramente, gracias también al gran tamafio que mantiene el
blastocele. A no ser que el embrién esté parcialmente colapsado,
no encontraremos liquido presente en el espacio perivitelino.

Blastocisto expandido. Este estadio es el primero que aumenta su

tamafio considerablemente en comparaciéon a los anteriores, el
blastocele ocupa gran parte del espacio interior y el espacio
perivitelino desaparece. La zona pellucida disminuye su grosor
hasta aproximadamente un tercio de su grosor inicial.

Blastocisto eclosionado. El blastocisto eclosionado bien se puede

encontrar totalmente liberado de la zona peltcida como en proceso
de estarlo. Los embriones aqui ya son completamente esféricos,
con un blastocele marcado. Este estadio puede resultar complejo
de identificar porgue en ocasiones se encuentra colapsado,
haciéndolo facilmente confundible con un una pieza de tejido
endometrial porque carece de zona pelucida.

No se recomienda el empleo de estos embriones para el comercio,
ya que al no existir zona pelucida no pueden ser sometidos a los
lavados y procesos establecidos por la IETS para estos.

Blastocisto _expandido _eclosionado. El blastocisto expandido

eclosionado es idéntico al estadio anterior, excepto por el tamafio.
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No se suelen encontrar estas estructuras si el lavado uterino se ha
realizado antes del dia 8 tras el celo; y atendiendo a las

caracteristicas de este, tampoco se recomienda para el comercio.

Los estadios del 1 al 6 mantienen un diametro que ronda los 150-
190um con una zona pelucida de 12-15um. Los estadios del 7 al 9 son
1,5-1,9 veces mas grandes que los anteriores por el aumento del volumen
del blastocele. Las diferentes fases embrionarias se pueden observar de

forma esquematica en la Figura 11.

2. 2-cell

1. 1-cell
(day 2)

(day 1)

(day 3)

(day 5) (day 5-6)

(day 7) (day 7-8)

8. Hatched blastocyst

t (day 9) 9. Expanding
" Expazggedsglga)stocys hatched blastocyst
! (day 9-10)

Figura 11. Esquema gréfico de todos los estadios embrionarios posibles en la
clasificacion 1-9 marcada por la IETS. Obtenido de Jahnke et al (2015).
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Clasificacion segun calidad celular (revisado en Jahnke et al; 2015):

1. Excelente o bueno. El embrion es simétrico y esférico, con los

blastémeros del mismo color, tamafio y densidad. Para asegurar
este grado debe tener un minimo del 85% de las células intactas,
viables y formando una masa consistente; la zona pellcida debe
presentarse lisa, completa y sin zonas concavas.

Este tipo de embriones estan capacitados tanto para su
transferencia en fresco como para su conservacion.

2. Mediocre. Debe presentar un minimo del 50% de las células
intactas. Dentro de los blastbmeros podemos encontrar pequefias
alteraciones en la pigmentacién o vacuolas.

La conservacion de estos embriones puede disminuir gravemente
su viabilidad una vez transferidos, por lo que se recomienda
transferirlos en fresco.

3. Malo. Tan solo el 25% de las células embrionarias son adecuadas,
y las alteradas presentan variaciones en el tamafo, color,
vacuolizacién y pigmentacion citoplasmatica.

No se recomienda su transferencia si existen otras posibilidades,
ya que la viabilidad de estos embriones es practicamente nula.

4. Muerto o degenerado. En este grado de calidad se encuentran

aguellas células completamente inviables, identificadas por su
citoplasma oscuro, con practicamente todas las células afectadas.
Estos embriones deben rechazarse inmediatamente, no son utiles

para ningun uso.

2.5. Lavados embrionarios.

La zona pelicida es esencial para el mantenimiento del embrién,
ya que lo protege de posibles patogenos (Van Soom et al; 2010). Para
poder evaluar y transferir los embriones de una forma segura y viable es
muy importante eliminar cualquier impureza que pueda quedar de la
recoleccion. Para esto, se suelen realizar una serie de lavados que

eliminan las impurezas y la mayoria de parésitos, bacterias y virus. “Los
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embriones expuestos a los virus requieren de un tratamiento con enzimas
para asegurar que estén libres de infeccién” (Stringfellow y Givens; 2010),
ya que aungue es poco frecuente que puedan penetrar la zona pellcida,
si pueden quedar adheridos a esta hasta poder actuar en el momento de

su desaparicion (Van Soom et al; 2010).

En cuanto a patégenos como Neospora caninum, estudios como el
publicado por Baillargeon et al (2010) determinan el lavado establecido
por la IETS resulta efectivo en embriones seropositivos, ya que el analisis
de estos una vez nacidos mostraron seronegatividad en todos los casos
(n=70).

Con el objetivo de asegurar la salubridad de los embriones
recolectados, el manual de la IETS (Stringfellow y Givens; 2010)

establece un protocolo de lavado. Este proceso consiste en:

1. Cinco lavados de solucion salina, PBS, antibi6ticos (suelen ser
gentamicina y kanamicina) y Aloumina Sérica Bovina (BSA-V).

2. Se afaden dos gotas de una solucién de tripsina al 25% (pH 7,6-
7,8) durante 60-90 seg.

3. Se vuelve a lavar otras cinco veces, esta vez con una solucion de
PBS, antibiéticos y un 2% de suero.
La sustitucion de la BSA-V por el suero en este segundo lavado
nos asegura la inactivacién total de la tripsina, por lo que no sera

perjudicial para el embrion.

En la Tabla 1 mostrada a continuacibn podemos encontrar los
tratamientos que recomienda la Organizacion internacional de Epizootias
(OIE) para los diferentes patdégenos que podemos encontrar en nuestros
embriones (OIE; 2014). Aunque puedan aparecen agentes patbgenos en
los embriones, siempre debemos elegir hembras donantes ausentes de

estas.
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ENFERMEDAD TRATAMIENTO

Lengua azul Lavado
Encefalopatia espongiforme bovina Lavado
Brucella abortus Lavado
Leucosis enzodtica bovina Lavado
Fiebre aftosa Lavado

: L _ _ Tratamiento con
Rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) o
tripsina

Tabla 1. Lavados y tratamientos recomendados por la OIE para la eliminacion de
diferentes patdgenos de los embriones bovinos. Obtenido de OIE (2014).

2.6. Sistemas de conservacion.

Una vez realizados todos los pasos citados previamente de forma
adecuada obtendremos unos embriones limpios y clasificados por calidad
y estado de desarrollo. A partir de aqui se puede bien transferir el embrién
en fresco a unas hembras receptoras que estén sincronizadas, o bien

conservarlos en frio para su posterior utilizacion.

Para minimizar los dafios producidos en los embriones durante el
enfriamiento de estos, es importante que no se formen cristales de hielo,
para lo cual deben ser deshidratados parcialmente (Orlando y Sandra;
2012). Estos cristales podrian producir lesiones osméticas y toxicas en la
membrana celular, por lo que se ha desarrollado el empleo de
crioprotectores, sustancias que permiten la deshidratacion parcial de las
células durante el proceso de criopreservacion sin formacion de cristales y
previniendo la degeneracion proteica. Estos se pueden clasificar en dos
grupos: penetrantes y no penetrantes, y se observan en la Tabla 2
(Bondioli; 2015).
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Crioprotectores penetrantes.

En este grupo encontramos sustancias de bajo peso molecular
capaces de entrar en la célula por su estructura polar, produciendo su
deshidratacion parcial. A pesar de tener una baja toxicidad, no se
recomienda su uso en altas concentraciones porque puede causar dafio
osmatico incluso sin llegar a refrigerarse (Arav; 2014). Por ejemplo, el
etilenglicol (EG) puede resultar toxico a concentraciones de 7,2Mol/L,
mientras que a concentraciones de 3,6Mol/L la viabilidad se mantiene
similar entre los embriones vitrificados y los frescos (Orlando y Sandra;
2012). Actualmente, la combinacion mas utilizada para reducir la toxicidad
y mantener las cualidades crioprotectoras estd basada en DMSO y EG
(Arav; 2014).

En estos grupos encontramos compuestos como el glicerol (GLI),
EG, propilenglicol (PE), etanol, dimetilsulféxido (DMSO) y el 1-2
propanediol (PROP) (Bondioli; 2015).

Crioprotectores no penetrantes.

Los crioprotectores no penetrantes son estructuras de alto peso
molecular que no tienen capacidad de traspasar la membrana celular, por
lo que ejercen su accion desde el exterior de esta, afectando a la
osmolaridad del agente congelante y proporcionando estabilidad a la

membrana celular.

Dentro de este grupo encontramos macromoléculas como la
sucrosa, glucosa, dextrosa, trealosa o el polivinil-pirrolidona (PVP),
aunque uno de los mas empleados es la sucrosa (Orlando y Sandra;
2012).
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PENETRANTE NO PENETRANTE

CONGELACION GLI
Sucrosa
LENTA EG
GLlI
, EG
VITRIFICACION Sucrosa
DMSO
PROP

Tabla 2. Diferentes agentes crioprotectores, caracteristicas de acciéon y su principal
uso (DMSO: Dimetil-sulféxido).

Las dos principales formas de criopreservacion son la congelacion
y la vitrificacion. Mientras que en la primera técnica la eleccion de los
crioprotectores se centra en un solo grupo (principalmente penetrantes),
en la vitrificacion se suelen emplear combinaciones mucho mas variadas

de crioprotectores de ambos grupos mezclados.
Congelacion lenta (revisado en Bondioli; 2015).

Para la congelacion lenta es muy importante emplear un medio de
enfriamiento adecuado. Tradicionalmente se ha utilizado una solucion
tampon a base de suero salino fosfatado con BSA, pero en la actualidad
hay en el mercado soluciones comerciales que permiten el reemplazo del
suero salino fosfatado por MOPS (acido 3-N-mofolino propanosulfénico) o
HEPES (4cido 4-2-hidroxietil-1-piperazina tenosulfénico) y, lo que resulta
mas interesante para la comercializacion de los embriones a terceros

paises, el empleo de PVP en lugar del BSA.

Este método de criopreservacion se lleva a cabo a partir de una
reduccion lenta y controlada de la temperatura, de modo que se
produzcan cristales fuera de las propias células embrionarias. Los pasos

a seguir en esta técnica son:

1. Adicion de crioprotectores. Inicialmente se pensaba que este estrés

osmotico al que estan sometidos los embriones podia reducir su
viabilidad, por lo que se comenzaron a introducir en medios de

proteccion durante un minimo de 10 min. para evitar su posterior
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destruccion. Los crioprotectores mas utilizados para esta técnica
son el GLI a una concentracién de 1,4Mol/L y el EG a una solucién
de 1,5Mol/L.

2. Envasado de los embriones. El material de las pajuelas debe ser

capaz de transmitir el calor y la transicion entre la temperatura a la
que estdn mantenidos estos embriones y la temperatura del
nitrogeno liquido. Este contenedor ha de estar muy bien cerrado,
ya que si parte del nitrégeno liquido entra en contacto con los
embriones puede causar la muerte de estos por dafios fisicos.
Estas pajuelas son iguales que las empleadas en inseminacion
artificial (0,25 o 0,5mL), a diferencia de que al montarla con el
embrién, marcamos su localizacion en medio del liquido de
congelacion entre dos burbujas de aire, como nos muestra la
Figura 12. Estas pajuelas deben ir identificadas segun el manual de
la IETS (Stringfellow y Givens; 2010). Algunos de estos datos son:

e Unidad de identificacion basica.

¢ Fecha de congelacion.

e NuUmero de embriones.

¢ Informacién adicional de la donante y del toro.

e Numero propio de la pajuela.

L[ N ) 0 |
t ¢ t t
Straw Air pocket Embryo Seal

plug in freezing
medium
Freezing medium Freezing medium

Figura 12. Dibujo esquemético que hace referencia a la colocacion adecuada
de los embriones dentro de las pajuelas de inseminacion. Obtenido de
Bondioli (2015).

3. Congelacion. Cuando los embriones se encuentran encapsulados
en las respectivas pajuelas, la temperatura se baja lentamente a
una velocidad de 1-2°C/min. hasta alcanzar la temperatura objetivo,

que ronda los -6°C. En este punto, el liquido de congelacion
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empieza a formar cristales de hielo sin dafiar el embriéon. Una vez
se ha mantenido un tiempo la temperatura adecuada para que
haya un intercambio osmotico entre el embrién y el liquido de
congelacion, se comienza a descender la temperatura de nuevo a
una velocidad de 0,3-0,5°C/min hasta alcanzar los -35°C. Una vez
aqui, la pajuela con el embrion congelado estd lista para ser

sumergida en nitrégeno liquido y ser conservada.

Para que el proceso de descongelacién se pueda hacer de forma
directa es necesario que la segunda fase de congelacion también lo sea.
Algunos estudios recomiendan esperar unos 30 seg. con la pajuela al aire
antes de introducirlo al bafio maria en agua caliente (35-37°C) para que,
aunque sea un calentamiento rdpido, no sea tan brusco como para
provocar la formacién de cristales y la consecuente lesion de la zona
pelicida (Robertson; 2015), ya que esto se produce cuando la
temperatura se encuentra por debajo de -60°C y el calentamiento se hace
de forma rapida.

Cuando se indica que la transferencia se puede realizar de forma
directa se hace referencia a un método de descongelacion caracterizado
por ser muy similar a la descongelacion de las dosis seminales utilizadas
habitualmente. Se suele emplear una solucién de EG a una concentracion
de 1,5Mol/L para una correcta conservacion de los embriones (Robertson;
2015).

Vitrificacién (revisado en Orlando y Sandra; 2012).

Actualmente, la técnica con la que se obtienen mejores resultados
en cuanto a viabilidad del embrién tras la descongelacion y colocacion en
la hembra donante es la vitrificacion. Consiste en la solidificacion del
embrion mediante aplicacion de frio de tal modo que no se producen

cristales sino una sustancia no estructurada de aspecto vitreo.
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Frente a la congelacion lenta, la vitrificacion presenta las siguientes
caracteristicas:

e Hay contacto directo entre los embriones y el nitrégeno
liquido.

e Elriesgo de cristalizacion del embrion es minimo.

e Las altas concentraciones de crioprotector disminuyen el
tiempo de exposicion a estos.

e Es un proceso rapido. La velocidad de enfriamiento es de
107°C/seg.

e El uso de pequefios volumenes proveen un incremento
significativo en la tasa de enfriamiento.

e Se minimizan los dafios por frio debidos a cambios
osmaticos.

e Se reduce el procedimiento de criopreservacién entre 2-10
min respecto a la congelacion lenta.

e Los protocolos son sencillos.

e No se necesita material especifico, por lo que los costes no

son tan elevados como en la congelacion lenta.

El mayor riesgo a sufrir tanto por el rapido enfriamiento de los
embriones como por los posibles dafios causados por el crioprotector en
este proceso es la formacion de cristales en el citoplasma. Por esto,

existen diferentes métodos para reducirlos, como (Arav; 2014):

e Menor tiempo de exposicion a los crioprotectores.

e Uso de crioprotectores menos téxicos o no penetrantes.

e Empleo de combinaciones de diferentes crioprotectores.

e Reduccion de la concentracion de crioprotectores en la
disolucion.

e Exposicibn a temperaturas menores para una mejor

adaptacion del embrion.
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Una de las caracteristicas principales de este proceso es el empleo
de bajos volumenes de crioprotector a concentraciones altas, lo cual evita
considerablemente la posible formacion de cristales de hielo intracelular.
Para poder vitrificar embriones no hace falta material especifico, pero
existen varios protocolos dependiendo de los crioprotectores que se
quieran emplear, para lo cual es importante conocerlos todos y adaptarlos

a las condiciones de cada granja. Los pasos a seguir son:

1. Disposiciéon del embrién en una solucién de equilibrio. Antes de

poder tomar contacto con la solucion vitrificante, los embriones se
colocan en un medio de mantenimiento, que suele ser un medio
comercial denominado TCM-199 suplementado con bajas
concentraciones de crioprotectores, como una combinacion de
10% EG y 10% DMSO.

Los tiempos pueden variar entre 1,5 y 10 min, dependiendo del
crioprotector empleado, las dosis y el incremento que se haga de
estos para adaptarlos al siguiente paso. Se ha observado una
relacion directa entre el nUmero de pasos para la adaptacion en
este proceso y la viabilidad del embrion tras la desvitrificacion, ya
que disminuye el estrés osmoético y el dafio celular.

2. Introduccién del embrién en la solucidn vitrificante. Aqui la solucion

vitrificante ya presenta mayores concentraciones de crioprotectores
(20% EG + 20% DMSO), por lo que los tiempos de contacto con el
embrion disminuyen para evitar la toxicidad (20-30 seg.).

A pesar de que no se quieren largos tiempos de exposicion a los
crioprotectores en altas concentraciones para evitar toxicidad, si no
estan el tiempo suficiente estos no podran entrar en la célula para
evitar la formacion de cristales.

3. Introduccién del embridon en el nitrdgeno liguido. Para asegurar la

proteccion del embrién en este proceso, se introducird en una
pajuela de igual modo que en la congelacion lenta, por lo que
también debera llevar la misma identificacion. Inicialmente la

pajuela era idéntica a la del sistema anterior, pero se ha ido
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de

crioprotector y asi conseguir una tasa de enfriamiento superior.

abriendo y estirando para permitir un volumen menor
Esto se consigue gracias a las pajuelas denominadas “Open Pulled
Straw” (OPS) (Orlando y Sandra; 2012), donde el embridon queda
cargado en unos 0,5-1uL de medio de mantenimiento.

Una vez aqui dentro y sin cerrar la pajuela, se introduce
directamente en el nitrégeno liquido. Esto hace pensar que existe
la posibilidad de contaminacién de los embriones, por lo que se
han disefiado diferentes sistemas cerrados como el “Cryoloop”, el
“Cryotop” o la “Super Open Pulled Straw” (SOPS)
Sandra; 2012).

(Orlando y

Los procedimientos generales son similares en todos los protocolos

de vitrificacion, tan solo hace falta adaptar los crioprotectores y el sistema

de empaquetamiento mas adecuado. La Tabla 3 muestra la relacién entre

las diferentes soluciones de Vvitrificacion probados por Orlando y Sandra

(2012), y la tasa de gestacion correspondiente.

X Embriones Evaluacién in vitro Solucién de Sistema
% Prenez g e B Fuente
transferidos* o o vitrificacion empaque
Re-expansion | Ec<losion
& X ) 40% EG + 0.3M Pajilla francesa | Palasz et al,
%5 ¢ 1% SUC 0.25mL 1997
iz - o 25% GLI + 25% Pajilla francesa |Donnay et al.
4.50% 22 67% 53% EG 0.25mL 1998
64 2 20% EG +20% Open Pulled | Lewis et al.
& " DMSO Straws 1999
= - o |29% EG + 25% GLI | Pajilla francesa | Martinez et al.
0% o LG 66.60% | 0.1 msUC 0.25mL. 2002
~ o o Pajilla francesa |Nedambale et
30% 10 60% 54%  |6.5MGLI 0.25m. al al. 2004
= o Microgata
41.9% 481 91.8% 0% |SOREG+ SRPVP | ebase  |Xuetal 2006
+ 0.4 MTRE b
metalica
& o 120% EG + 20% Micropipeta de |Vieira et al.
19% 21 94,80% 7580% | mso ‘idrio 2007
o ,,_, o | 16,5% EG4+ 165 : Inaba et al.
40% 30 100% 95.50% | viso 1o5Meuc | Cotop 2011
Tabla 3. Comparacién entre los diferentes métodos de vitrificacion y las
correspondientes tasas de gestacion (EG: Etilenglicol, SUC: Sucrosa, GLI: Glicerol,
TRE: Trealosa, DMSO: Dimetil-sulfoxido, PVP: polivinil-pirrolidona). Obtenido de
Orlando y Sandra (2012).
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Ademés del buen estado del embribn en el momento de la
vitrificacién, es muy importante asegurar la viabilidad de este tras la
desvitrificacion, por lo que el empleo de los crioprotectores adecuados es

esencial.

Como describimos en el apartado de “congelacién lenta”, la
descongelacién directa consiste en la inmersién de las pajuelas en un
bafio maria a 35-37°C, sin necesidad de tener material especifico o pasar
por complicadas diluciones. Esta Ultima caracteristica es el principal
obstaculo para llevar la vitrificacion de embriones al trabajo en el campo,
ya que la descongelaciéon en estos ha de hacerse de forma gradual en un
medio isotonico, de modo que se va eliminando la concentracion de
crioprotectores poco a poco (Moratd y Mogas; 2014). La solucion tampén
mas empleada es la sucrosa, ya que su efecto osmotico previene la
entrada de agua al interior del embribn. Una vez se ha diluido
completamente el crioprotector, se restaura el aspecto adecuado del
embridon en un bafio con solucion libre de sucrosa. Una dilucion realizada
en un solo paso con un medio a 0,5Mol/L de sucrosa es suficientemente
efectiva para proteger al embrion de un shock osmotico durante la

descongelacion (Morat6é y Mogas; 2014).

La idea de un proceso de desvitrificacion méas rapido viene
reforzado por estudios como el realizado por Caamafio et al, en 2014,
donde se estudia la posibilidad de establecer un protocolo a base de
soluciones de sucrosa para poder emplear los embriones vitrificados en la

transferencia a nivel de campo.

3. Hembra receptora.

Se estima que debe haber unas 5 receptoras por donante (Gorlach;
1997), ya que tras la superovulacion y la inseminacion artificial se van a
obtener varios embriones viables. Si estos se van transferir en fresco es
necesario que haya suficientes hembras para no desperdiciar embriones,

aunque si se tienen los medios suficientes se pueden conservar bien
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congelados o bien vitrificados, como ya hemos visto. Estas hembras
deberan situarse con un margen de +/- 1 dia del momento del ciclo estral
en el que se encontraba la hembra donante en el momento de la
recoleccion del embridn, ya que asi se conseguira una mayor aceptacion

de este por parte de la receptora.

En cuanto a las hembras receptoras, en muchas ocasiones no se
toma con la suficiente seriedad el trato de estas, a pesar de cumplir un
papel fundamental. Son las encargadas de mantener al embrion
transferido hasta el nacimiento, por lo que ademas de necesitar unos
cuidados nutricionales y ambientales, hemos de asegurar un estado
sanitario adecuado, ya que “puede servir como centinela ante la presencia
de cualquier agente infeccioso” (Stringfellow y Givens; 2010). Mas
detalladamente, las principales consideraciones a tener en cuenta en la

hembra receptora son (Cliff y Mercadante; 2015):

e Ciclicidad, ya sea vaca o novilla.

¢ Nivel nutricional y condicion corporal.

e Tamafio y conformacion perineal.

e Buen historial reproductivo en animales lactantes.
e Buena boca, ojos y ubres.

e Ser menor de 8 afos.

3.1. Condiciones sanitarias.

Con el objetivo de obtener uno buenos resultados en la recepcion
del embrién, se recomienda que la hembra receptora cumpla, como
minimo, los mismos requisitos sanitarios que la donante, establecidos en
el Real Decreto 855/1992. En este documento se establecen las
enfermedades obligatorias, pero para asegurar la buena viabilidad del
embrion se recomienda que, ademas, el animal esté libre de
paratuberculosis, diarrea virica bovina (BVD), anaplasmosis y Neospora
(Cliff y Mercadante; 2015).
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3.2. Programas de sincronizacion.

La sincronizacion de las hembras receptoras debe estar muy
controlada, ya que en el momento de la transferencia deben estar en el
dia adecuado para que la acogida del embrién sea lo méas sencilla posible
(+/- 1 dia). Para esto, inicialmente se ha emple6 la técnica citada en
"Goérlach (1997)”, basada en la administracion de una PGF en los dias 6 y
17 del ciclo estral. En el afio 2006, organizaciones como el equipo de
FEFRIGA mostraron un sistema de sincronizacion para las receptoras que

mantiene una buena relacion entre trabajo, coste y resultados.

Esta técnica de sincronizacion consiste en la colocacién de un
dispositivo CIDR el dia 0 junto a una GnRH, y una vez pasados 7 dias se
retira y se administra una PGF. Tras 48 h se da una GnRH y 7 dias
después el animal estara preparado para la transferencia del embrién,

tras 16 dias de sincronizacion (Figura 13).

PGF
Transferencia de
embriones
CIDR CIDR
0 7 9 16

Figura 13. Esquema basico de presincronizacion de hembras para una transferencia de
embriones empleando un dispositivo CIDR (GnRH Hormona liberadora de
gonadotropinas, CIDR: Dispositivo liberador de progesterona, PGF: Prostaglandina)

Lo importante de todos los protocolos de sincronizacion es buscar
que la vaca receptora y la donante se encuentren en el mismo momento
del ciclo estral, ya que la aceptaciéon del embridén por parte de la receptora
tan solo tiene lugar si la sincronizacion de esta no supera +/- 1 dia a la

donante.

3.3. Transferencia del embrién.
A fin de evitar problemas de fertilidad por un manejo inadecuado o
forzado, se recomienda realizar una anestesia epidural en la hembra

receptora si esta es muy nerviosa (Martinez et al; 2006). A la hora de
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realizar la transferencia a la hembra receptora es muy importante
ecografiar detalladamente los ovarios, ya que el embrion sera depositado

en el cuerpo ipsilateral al ovario donde encontremos un cuerpo Iuteo.

Con la zona perineal lavada, se introducira la vaina de inseminar
con la pajuela que contiene el embrién deseado, y una vez pase el cérvix
se llevara hasta el cuerno elegido para depositar la dosis en la curvatura
anatomica que este realiza (Figura 14), asegurando que el orificio de
salida no queda obstruido por la pared del cuerno.

Site of deposition

CL

Figura 14. Localizacién del punto donde se ha de depositar el embrién en la hembra
receptora. Obtenido de Robertson (2015).

4. Conclusion.

Tras la revision bibliografica detallada que se ha realizado, y debido
a que uno de nuestros objetivos principales es determinar las
metodologias aplicables a la transferencia de embriones a nivel de

campo, podemos determinar que las mejores opciones son:
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Superovulacion en la donante: Aunque el empleo de hormonas con

actividad FSH (eCG o HMG) facilita el manejo en la granja por su
administracion U(nica, diversos estudios han mostrado que las
diferentes FSH que hay en el mercado aportan mejores resultados
en la superovulacion. Por lo tanto, el empleo de estas parece ser el
mas adecuado para una buena obtencion de oOvulos. Actualmente
hay estudios preliminares que apoyan la idea de usar las FSH
recombinantes para facilitar manejo con los animales, pero aun no
se encuentra en el mercado.

Sincronizacién de la receptora: Por comodidad tanto del trabajador

como de manejo de la vaca receptora, la mejor opcidén parece ser

el Presynch con empleo de CIDR.

Recuperacién de embriones: La soluciéon comercial es muy comoda
de conservar y utilizar en los lavados, por lo que para la practica en
campo parece ser mas util que las soluciones de Ringer Lactato
con BSA.

Lavados de los embriones: Siempre valoraremos cuando es

necesario un lavado con tripsina. El procedimiento a seguir sera el
establecido por la IETS, ya que ha demostrado ser eficaz frente a
patdgenos como N. caninum y diferentes tipos de virus.

Conservacion de los embriones: A vistas de futuro, vitrificar seria la

mejor opcion, pero aun no estan disponibles las técnicas
necesarias para evitar el largo proceso de descongelado, por lo
gue actualmente se sigue manteniendo la transferencia de
embriones congelados, o en fresco si disponemos de los medios

necesarios en la granja.
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SIGLAS SIGNIFICADO
OIE Organizacion Internacional de Epizootias
GnRH Hormona Liberadora de Gonadotropinas
MOET Multiple Ovulacién y Transferencia de Embriones
FSH Hormona Foliculo-Estimulante
FSH-p Hormona Foliculo-Estimulante de origen porcino
FSH-o Hormona Foliculo-Estimulante de origen ovino
FSH-Rb  Hormona Foliculo-Estimulante recombinante
CIDR Dispositivo Liberador de Progesterona
BSA Albumina Sérica Bovina
1A Inseminacién Artificial
IETS Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones
eCG Gonadotropina Coridnica Equina
hMG Gonadotropina Menopdusica Humana
hCG Gonadotropina Coriénica Humana
DMSO  Dimetil-sulféxido
PVP Polivinil-Pirrolidona
MOPS  Acido 3-N-Mofolino Propanosulfénico
HEPES  Acido 4-2-Hidroxietil-1-Piperazina Tenosulfénico
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OPS Open Pulled Straw
SOPS Super Open Pulled Straw
EG Etilenglicol
Suc Sucrosa
TRE Trealosa
GLI Glicerol
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