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Introduccién

Hasta hace algunos afios la coleccién y transferencia de embriones se realizaba en
forma quirargica por lo que se hacia muy dificil su aplicacion en terreno. El desarrollo
de nuevos instrumentos, métodos de coleccién y colocacidén de los embriones en
hembras receptoras, abrié la posibilidad de usarla como una técnica mas en los
programas reproductivos en animales de alto pedigree en los criaderos. Hoy, la
técnica de transferencia de embriones, se practica en forma rutinaria en muchos

paises en el mundo.

La aplicacion de la transferencia de embriones a nivel de criaderos se realizo
transferencias con resultados de prefiez similares a los obtenidos en otros paises
mas avanzados. En su gran mayoria las donantes de embriones han sido de razas

provenientes de criaderos ubicados en diferentes lugares del pais.
Las razones principales de su aplicacion en los criaderos nacionales han sido:

1) mejorar la calidad genética del criadero usando donantes importados de alta
produccion o hijas de animales importados nacidas en el pais, 2) Obtener crias de
hembras seniles de alta calidad que no son capaces de llevar a término una prefiez,

3) El deseo del criador de tratar algo novedoso.

Este trabajo tiene como objetivo presentar una revisién general sobre la forma de
realizar un programa de transferencia de embriones, en condiciones de terreno
dando énfasis principalmente a una técnica no quirdrgica de coleccién y a las
técnicas quirargica y no quirdrgica de colocaciéon de los embriones en las

receptoras.



QUE ES TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

La transferencia de embriones es una técnica que consiste en recoger los
embriones de una hembra donante y transferirlos al Utero de hembras receptoras,
en las que se completara la gestacion. Es una técnica completamente consolidada,
ya que se utiliza con asiduidad desde hace mas de 40 afios con unos resultados

mA&s que aceptables.

La principal aplicacion de esta técnica es incrementar la intensidad de seleccién en
los programas de mejora genética, al permitir obtener un elevado numero de
descendientes por unidad de tiempo a partir de las hembras de mayor potencial
genético. Ademas cuando se combina con semen sexado, facilita la obtenciéon de
individuos del sexo deseado para la seleccion, con una eficacia del 90%. Sin
embargo no debemos olvidar que también puede utilizarse con fines sanitarios, por
ejemplo, para evitar la transmision vertical de neospora caninum transfiriendo los

embriones obtenidos en donantes seropositivas a receptoras seronegativas.

La técnica se inicia con la estimulacion hormonal de la funcién ovarica de la hembra
donante para provocar ovulacién multiple, en lugar de la ovulacién simple propia de
la especie. La hembra es inseminada en el momento apropiado y posteriormente se
permite a los embriones desarrollarse, en el oviducto y en el Gtero de la donante,
hasta que se recogen mediante el lavado uterino, que suele efectuarse en el dia del
ciclo. Los embriones recogidos pueden transferirse a las receptoras de manera
inmediata, que llevaran la gestacién a términos o conservarse a bajas temperaturas
durante un periodo prolongado, proceso denominado crio preservacién, que

permitira utilizarlos cuando se estime oportuno.



Figura 1. Esquema de un protocolo de administracion de las diferentes

hormonas para provocar la superovulacion e inseminar a tiempo fijo.

Eliminacion PGF2a
del foliculo
dominante
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Progesterona intravaginal
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embriones

En este protocolo se combinan algunos de los procedimientos referidos en el texto. Los dias en
los que se administran las diferentes hormonas (FSH, PGF2a, GnRH) y la duracion del tratamiento
con progesterona son muy variables en funcion de las preferencias y los resultados obtenidos
por diferentes equipos.

Se realizaron 20.497 lavados uterinos a lo largo de 2015 y se obtuvieron un total de
122.980 embriones transferibles (6,24 embriones transferibles/recogida). De ellos,
fueron transferidos 112.306 (87,75%) y se utilizaron el 41,78% en fresco y el 58,21%

restante después de la congelacién/descongelacion.

A pesar de los notables avances logrados, la principal limitacion a la que se enfrenta
este procedimiento es el reducido nimero de embriones transferibles obtenidos.

Principales avances de la técnica

A pesar de los grandes avances logrados en cuanto al conocimiento de la dinamica
de crecimiento folicular y de la bioquimica de las gonadotropinas, existen todavia
grandes lagunas respecto a los efectos de algunos factores intrinsecos de la hembra
donante sobre la respuesta superovulatoria. Por este motivo la respuesta sigue
siendo poco predecible, el nUmero de embriones transferibles por recogida continua

siendo bajo y el rendimiento comercial de la técnica.
Adaptacion del tratamiento a la dinamica de crecimiento folicular

Diversos estudios demostraron que las mejores respuestas se lograban cuando el

tratamiento de estimulacion ovarica se iniciaba a mitad del ciclo estral (entre los dias
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8y 12). El uso de la ecografia permitié conocer cual era la causa: en estos dias se
produce el inicio de la segunda oleada de crecimiento folicular en las hembras con
dos oleadas con ciclo, aunque no sucede lo mismo en las de tres oleadas, ya que

en la segunda oleada se adelanta en uno o dos dias.

Factores intrinsecos de la hembra donante que afectan a la respuesta.

La respuesta al tratamiento superovulatorio estaba condicionada por el nimero de
foliculos de méas de 0,7 mm de didmetro presentes en el ovario en el momento de
iniciarlo. La posibilidad de predecir la respuesta de una hembra donante
cuantificando el nimero de foliculos ovéaricos en el momento de la emergencia de
la oleada utilizando la ecografia. EI numero de foliculos estd estrechamente
asociado a los niveles circulantes de la hormona anti-mulleriana (AHM). Esta
glucoproteina se produce en la granulosa de los foliculos antrales sanos de pequefio
diametro, por lo que su concentracion sérica permitird conocer la reserva de

foliculos susceptibles de responder a la gonadotropinas en el momento de iniciar el

tratamiento y asi predecir la respuesta.




Avance en la crio preservacion de los embriones

La crio conservacion permite conservar a bajas temperaturas células y tejidos vivos,
paralizando sus procesos metabolicos, lo que facilita su almacenamiento durante
periodos muy prolongados. Este proceso provoca algunos dafios celulares que es
necesario evitar, causado por la formacion de cristales de hielo y por las elevadas
concentraciones de solutos. Para reducirlos o evitarlos es preciso afiadir crio
protectores y controlar su velocidad de enfriamiento. Los embriones han sido
congelados con éxito durante muchos afios utilizando el glicerol penetra lentamente
en las células y ademas debe ser eliminado de forma lenta tras la descongelacion,
circunstancia que obliga a utilizar varias soluciones de descongelacién y un

microscopio para controlar el proceso.



Sincronizacion de hembras

El comportamiento reproductivo es uno de los indicadores mas importantes ya que
un adecuado manejo incrementa el indice de prefiez y por consiguiente hay un

mayor numero de animales disponibles para generar recursos econdmicos.

Para un mayor aprovechamiento del potencial productivo y genético, es necesario
lograr la concepcion lo mas pronto posible dentro de los primeros tres meses
posparto, reduciendo el intervalo entre partos e incrementando los ingresos por afo.
La aplicacion de técnicas de manejo reproductivo que incluyan programas de
sincronizacion de la ovulacion con inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) se
convierten en herramientas muy utiles. La implementacion de programas de IATF
permite la inseminacion de un gran niumero de animales en un periodo establecido.
Se logra obtener una cantidad considerable de crias con semen de toros de alto

potencial genético, lo cual facilita y acelera el proceso de mejoramiento genético.

La sincronizacion de celos en bovinos permite alcanzar mejores desempefios
reproductivos incrementando la efectividad de los tratamientos con la induccion de
la ovulacion y la ciclicidad, los cuales, asociados a otras técnicas, permiten lograr
muy buenas tasas de prefiez en campo. La sincronizacion del estro involucra el
control o manipulacion del ciclo estral con el propdsito de que las hembras elegidas
en un rebafo expresen estro (celo) aproximadamente al mismo tiempo. Es un
manejo bastante utilizado en los programas de inseminacion artificial (1A), trasplante
de embriones, concentraciones de partos y uso intensivo, por pocos dias, de un toro
con monta natural. Se sabe que la exposicion a progesterona es un requisito
indispensable para el reinicio de la actividad ovarica posparto, y su inclusiéon es
imprescindible para el éxito de cualquier tratamiento hormonal de anestro. El factor
determinante en el éxito de la sincronizacién es la eleccion del método adecuado,

gue se ajuste a las condiciones de cada animal.

La inseminacion artificial (I1A) es una técnica reproductiva de suma importancia ya
gue se ha demostrado que es eficaz para mejorar los parametros reproductivos, sin
embargo, el problema que mas afecta, es la deteccion oportuna del estro, sobre
todo durante el periodo posparto, lo que reduce el uso potencial de la IA en

8



explotaciones . La deteccion de estros oportuna mejora substancialmente el
porcentaje de concepcion y, por lo tanto, la tasa de gestacion. Los protocolos de
sincronizacion por métodos hormonales han permitido realizar la Inseminacion
Artificial a Tiempo Fijo (IATF) sin la necesidad de deteccidn del celo, facilitando y

optimizando el manejo del hato.
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La sincronizacion de celos o estros es una de las técnicas mas desarrolladas en la
actualidad donde se emplean farmacos a base de productos hormonales obtenidos
en laboratorios. Segun cada producto es la forma, momento y numero de

aplicaciones.



Existen dos vias para sincronizar los ciclos estrales, los cuales dependen de la
inhibicién de secrecién de LH o de acortar el tiempo de la vida del cuerpo Iuteo y del

inicio subsecuente del estro y la ovulacion.

Prolongacion de la fase lutea: este método consiste en la administracion de un
progestageno (analogo de la progesterona producida naturalmente por el animal)
durante un periodo relativamente largo, de forma que el cuerpo liteo tenga una
regresion natural durante el tiempo en que la hormona se administra. Con este
meétodo, el progestageno exdgeno retroalimenta negativamente la secrecion de
LH. Cuando se suspende el progestageno se observa crecimiento folicular, estro y

ovulacion a los dos a ocho dias.

Acortamiento de la fase lutea: este método induce la regresion prematura del cuerpo
lateo ciclico (lutedlisis). Los dos agentes luteoliticos principales son el estrogeno y
prostaglandina F2a (PGF2a).

Con una aplicacién de PGF2a hay regresion del cuerpo luteo, por lo general en
cuestion de 24 a 72 h, y el estro y la ovulacién se presentan dentro de los dos o tres
dias. Aunque el cuerpo luteo es sensible a los agentes luteoliticos, estos agentes

no causan regresion del cuerpo luteo en los primeros cuatro a seis dias del ciclo.

Para sincronizar exitosamente se tiene que lograr una caida rapida de los niveles
de progesterona por debajo de 1 ng/ml obteniendo un crecimiento uniforme vy la

ovulacion de un foliculo viable.

Esto implica, sin embargo, que la PGF2a es efectiva solamente cuando existe la
presencia de un cuerpo liteo completamente desarrollado, lo que ocurre durante
los dias 7-18 del ciclo y que el retiro de la progesterona exdgena es solamente
efectivo si la regresion del cuerpo Iateo ha ocurrido, ya sea de manera inducida o
natural. Se pueden presentar variaciones en la dinamica de las ondas foliculares

que dificultan controlar de manera precisa el momento del celo y de la ovulacion.

En general, podemos clasificar a los protocolos de IATF (IA con sincronizacion de

celos) en aquellos que utilizan combinaciones de GnRH y prostaglandina F2aq,
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llamados protocolos Ovsynch y los que utilizan dispositivos con progesterona (P4)

y estradiol.

Es recomendable que estos métodos de sincronizacion se apliquen a vacas entre
el segundo y quinto parto, con condicion corporal mayor o igual a 2.5 y menor a 4

(en escala de 1 a 5) y sin enfermedades clinicas y sin registros previos de distocias

o trastornos durante el puerperio.

La sincronizacion de celos en bovinos permite alcanzar

mejores desempefios reproductivos.
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RECOLECCION DE EMBRIONES

Los embriones bovinos, destinados a un programa de TE pueden ser obtenidos del
Gtero por medios no quirdrgicos. Su recoleccidn y transferencia con éxito dependen
de varios factores. En primer lugar de la resistencia de éstos para sobrevivir y llegar
a término después de ser recolectados del tracto genital, evaluados in vitro y
transferidos a un genital receptor, con cambios de medio y temperatura.

En segundo lugar depende de que la técnica de obtencion no ponga en peligro la
integridad del tracto genital, a fin de poder repetirla tantas veces como sea deseable
y conveniente. La primera técnica de recoleccién de embriones bovinos usada hace
aproximadamente dos décadas, fue quirlrgica. La misma requeria anestesia
general, inducida por medio de barbitiricos y mantenida por medio de inhalacién
(halotano). Por medio de una incision de 15 cm de longitud en la linea media, por
delante de la glandula mamaria, se extraian los cuernos uterinos con los ovarios. El
lavaje de los cuernos y oviductos se llevaba a cabo el dia 5-7 introduciendo
catéteres de goma a traveés de la pared dorsal del cuerno uterino y en la ampolla del

oviducto.

La manipulacion quirtrgica del Utero y de los ovarios conduce a lesiones que
provocan formacion de fibrina y adherencias. Para minimizar ese efecto fue
necesario trabajar con buenas condiciones de asepsia, lavando el utero y los
organos adyacentes con solucion fisiologica estéril, conteniendo heparina. Con
estas precauciones era posible llevar a cabo el lavaje a una vaca sélo tres veces
como maximo, lo que constituye una seria limitante en el uso repetido de esta
técnica.

La tasa de éxito varid entre 50 y 70% de embriones y ovocitos obtenidos, en funcion
del nimero de cuerpos lateos presentes. Otra variante de la recoleccion quirargica
fue el by-pass propuesto por TESTART y GODARD-SIOUR, colocando la sonda a
través de la pared uterina por medio de vaginotomia bajo anestesia epidural.
Después de la colocacion, el catéter de goma era fijado por medio de un balén
inflable. El utero era lavado con 50-70 ml de medio. Esta técnica permitié obtener

40-50% de embriones. Las infecciones y adherencias en los cuernos uterinos y
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oviductos constituyeron las desventajas que limitaron, como en el caso anterior, la

receptibilidad de la recoleccion e impidieron su difusién en la préctica.

Métodos no quirurgicos de recoleccion

La posibilidad de colocar en la especie bovina la sonda a través de la cérvix abrio
nuevas posibilidades a la recoleccion de embriones, simplificando el procedimiento
y disminuyendo el trauma uterino Para ello se crearon diferentes modelos de
catéteres: rigidos, semirrigidos y flexibles.

Los mismos podian tener 2 vias, una para insuflar el balon de goma e inmovilizar el
catéter y la segunda para inyectar y recolectar el medio. RASBECH un sistema
semirigido de recoleccion, a partir de una sonda

Foley de 2 vias. El volumen de aire a insuflar oscilaba entre 12-15 ml. La inyeccién
de medio se llevaba a cabo con una jeringa de 60 ml. La sonda Foley era introducida
en un tubo rigido, quedando libre el extremo anterior, a partir del balén para el aire
y el extremo posterior.

Los catéteres de 3 vias permiten inyectar el medio por la segunda via mientras la
tercera conduce el liquido fuera del Gtero. En la actualidad se emplean catéteres
rigidos y flexibles, de 2 y 3 vias, y 3 métodos de recoleccién (Circuito cerrado con
flujo continuo, Circuito cerrado con flujo discontinuo, Circuito abierto con flujo

discontinuo).

Circuito cerrado con flujo continuo: se emplean catéteres de 3 vias, rigidos o
flexibles, Una via, destinada a la inyeccién del medio de lavaje, se conecta al frasco
gue contiene la solucién por medio de una tabuladora de goma latex o silicona. La
solucion puede inyectarse por gravedad, colocando el frasco con el medio a
aproximadamente 1 m por encima del frasco recolector o con una jeringa, con el
mismo procedimiento que el método de flujo discontinuo. Por la segunda via se
inyecta aire o medio para llenar el bal6n y por medio de una tercera via se recolecta

la solucion de lavaje, sin interrumpir la descarga.
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Circuito cerrado con flujo discontinuo

Con este método se usa el catéter de 2 vias, una jeringa de 50-60 ml, una valvula
automética o manual, una unién de vidrio o plastico en forma de T o Y y las
tabuladoras. La valvula, que se coloca a la salida del frasco, permite extraer el medio
e inyectarlo en el interior del cuerno uterino. Luego de la inyeccién de un volumen
variable de medio (30-50 ml) se interrumpe el flujo de llenado para proceder a la
segunda maniobra; el cuerno es vaciado por la misma via. Al ocluir la tabuladora de
inyeccion la union de vidrio en Y desvia el medio a la segunda tabuladora que lo
conduce al frasco recolector.

Circuito abierto con flujo discontinuo

Inyeccion y recoleccién con una jeringa.

Esta técnica se emplea con los catéteres flexibles de 2 vias y no requiere de
tabuladoras. El medio se inyecta y recolecta por la misma via y con la misma jeringa
(50 ml).

Con ésta se descarga un volumen de medio fijado por el operador quien, como en
el caso anterior, debe palpar el cuerno uterino determinando y controlando su
llenado a fin de evitar lesiones de la pared uterina por exceso de medio. Las
maniobras siguientes variardn de acuerdo al tipo de técnica de lavaje que se
aplique. Algunos operadores fijan y masajean el Utero durante la inyeccion del
medio.

Esta operacion es particularmente importante cuando el animal no esta fijado con
una elevacion del tren anterior, que facilite el retorno del liquido de lavaje. Las
dimensiones y peso del Utero requieren que éste sea elevado por el operador.
Cuando la donante es fijada con una elevacion anterior algunos operadores no
manipulan los cuernos uterinos, solo verifican una vez el llenado. Luego retiran el
brazo del recto y continian con la inyeccion de medio hasta completar el volumen
preestablecido de liquido.

La recoleccion de los embriones en esta posicion facilita el lavaje en animales con
pariciones multiples, aun cuando se emplee ademas el masaje de Utero. Esta forma
es aplicada en los Centros de TE donde ya se cuenta con la infraestructura

necesaria. Presenta la ventaja que la manipulacion no irrita al animal y facilita la
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operacion. Mientras se descarga la jeringa en el frasco recolector el catéter es

ocluido con una pinza hemostatica o un clamp.

Ventajas y desventajas de tres métodos de recoleccion

Todas las técnicas, con sus diferentes modificaciones, como asi también los
catéteres mencionados se emplean en la practica con el mismo éxito. Por lo tanto,
las diferencias entre ellos, como asi también las ventajas y desventajas observadas,
no constituyen elementos de juicio excluyentes de uno u otro. El operador sera el
que determine, en funcién de su experiencia, medios e infraestructura disponible,
gué técnica es la mas adecuada para su modus operandi. Independientemente de
esos factores, su destreza es el factor mas importante en la tarea de obtener los

embriones.

El sistema de circuito cerrado con flujo continuo permite, en su concepcion tedrica,
un lavaje mas aséptico frente al método de inyeccion y extraccion con jeringa, ya
qgue el medio es conducido desde el Gtero hasta el filtro o el frasco de recoleccién
sin solucion de continuidad. Ello es particularmente importante cuando los lavajes
se llevan a cabo en lugares abiertos. Sin embargo la tubuladura no es facil de lavar
y secar, lo que puede provocar en la practica, contaminaciones bacterianas, como
consecuencia de un lavado insuficiente o quimicas, provocadas por un mal
enjuagado o por la deposicidn de sustancias esterilizantes (diéxido de etileno) en
los restos de humedad.
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EVALUACION DE EMBRIONES

La calidad embrionaria es un determinante importante para el éxito de los
procedimientos de transferencia de embriones. Varios métodos se han reportado,
pruebas de exclusion por coloracion, las medidas de la actividad enzimatica,
captacion de glucosa, y tinturas para diferenciar vivos y muertos, son Utiles para
predecir la supervivencia de los embriones después de la transferencia, pero los
meétodos requieren un equipo complejo y largo proceso en el periodo de cultivo in
vitro, por lo tanto son de poco valor para la transferencia de embriones en
condiciones de campo. Hasta la fecha, la evaluacion morfolégica ha sido
ampliamente utilizada para evaluar la calidad del embridén y es til para predecir las
tasas de prefiez para grupos de embriones bovinos después de la transferencia.
La evaluacién de embriones sigue siendo uno de los métodos mas subjetivos y
cualitativos en la transferencia de embriones y la categorizacion de las normas varia
entre los investigadores.

Algunos investigadores han descrito una evaluacion efectiva de los embriones
bovinos recuperados de vacas super ovuladas. Se identificaron cuatro categorias
basadas en caracteristicas morfoldgicas, es decir, excelentes, buenas, regulares, y
pobres.

Embriones con excelentes calidades y buenas cualidades dan las mayores tasas de
prefiez, mientras que los embriones de pobre calidad arrojan resultados con
menores tasas de éxito, lo que indica que la calidad del embrién puede ser un factor
de prediccion preciso de la tasa de prefiez. Este método de evaluacion consiste en
la identificacion de cualidades del embrion en base a pardmetros morfologicos tales
como, la forma, el color, el tamafio del espacio perivitelino, el nUmero de extrusion
y células degeneradas, y el nimero y tamafio de las vesiculas.

Varios factores, tales como la calidad de los ocitos, la tension de oxigeno, la
densidad de embriones, y el tipo de sustrato de energia durante la produccion in
vitro de embriones pueden afectar la tasa de preimplantacién y el desarrollo del

embrioén.
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Criterios de evaluacion morfologica de embriones

ESTRUCTURA'Y CUALIDADES

Forma esferoide

Simetria de los blastdmeros

Apariencia clara y neta de los blastbmeros

Tonalidad oscura y uniforme

Unidad de la membrana celular

Proporcionalidad entre el embrion y el espacio peri vitelino

Integridad de la zona pelucida

Ausencia de vacuolas en el embridn y bridas celulares en el espacio perivitelino

Ausencia de detritus celulares adheridos a la zona pelucida

Compactacién de los blastomeros
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CONSERVACION DE EMBRIONES

Un paso indispensable en la transferencia de embriones es la conservacion
temporal de los embriones recolectados de una donante antes de ser transferidos o
congelados, ésta se realiza en un medio de Solucion Buffer Fosfato (PBS),
suplementado con 10% de suero fetal bovino que representa una fuente de
proteinas que reduce la tension superficial, favorece la sedimentacion, evita que los
embriones se adhieran a algun elemento utilizado para su manipulacién, incorpora
sustancias promotoras del crecimiento que favorecen su desarrollo, absorbe e
inhibe metales pesados toxicos que puedan estar presentes en el medio. La
viabilidad embrionaria declina después de 12 horas.

Los embriones de bovinos mantenidos en un medio no nutritivo por un largo tiempo
y a temperatura ambiente decrecen ampliamente su capacidad de desarrollo, este
desarrollo puede ser preservado si los embriones se refrigeran de 0 a 4 °C por no
mas de 24 horas técnica denominada refrigeracion la cual se efectta vehiculizando
los embriones en

PBS envasados en pajuelas de 0.25 ml y colocadas en un refrigerador. Se utiliza
hielo y agua para regular el descenso de la temperatura. La refrigeracion de
embriones puede ser considerada como una alternativa interesante cuando no sea

posible recurrir a la criopreservacion.
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Conclusion

En esta investigacion hay muchos factores que pueden influir en el éxito del trabajo,
como por ejemplo el protocolo, la calidad de las donantes, las receptoras; y la
calidad del semen, pues se debe utilizar semen de altisima fertilidad.
Tal vez los resultados finales de una transferencia de embrién se vean una vez que
nazcan los terneros, y luego cuando les llegue la edad de expresar su potencial
productivo, como por ejemplo al quedar prefiadas, empezar a parir y obtener buenos

ejemplares.
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