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AVANCIS EN EL TRANSPLANTE DE EMBRIONES EN
BOVINOS

M.V.Z. ALVARO RESTREPO V.

INTRODUCCION:

Desde hace varios afios, se han venido realizando una serie de
experiencias en transplantes de Embriones en la especie bovi-
na, en Colombia, tendientes a lograr la capacitacién profesio
nal y la comercializacién de tan movisima e impactante técni-

ca reptoductiva,

En Colbmbia se iniciaron trabajos en especies menores (conejos) .
alcanzéndose éxitss sorprendentes. Posteriormente y a medida
de adquirir un mayor conocimiento de las diferentes técnicas,

se realizaron los primeros transplantes en la especie bovina.
Actualmente se han alcanzado los niveles necesarios gue permi
ten la aplicacidén comercial de dichas técnicas.

Varias éntidades y particulares han colaborado tanto econdémica

mente ¢6mo. en la capacitacién de una serie de profesionales,

que actilalmente nos permiten donbeer los avances del transplan
te de effbriones ea nuestro pdis. .

Cabe‘méqéionar<a1gunag de las éntidédés v/ ﬁaftiéﬂiéféé agka
decienddles sus esfuerzos. Tales som:

Fondo Ganadero de Caldas. . -

- Uniban .

Hacienda "Los Nzranjos"
Organizacidén Axdila Lulle. Ta

VACAS DONADORAS : i -

para nuestro estudjio se han tomado en cuenta dos grupos de ani

“males identificacos asi:

- DONADORAS

RECEPTORAS

' DONADORAS :

Se denominan donadoras o Dadoras de embriones, a aquellas hem~ -
bras bovinas gencticamente puras, de alto valor, gue son las
encargadas de suministrar los embriones.

REQUISITOS DE UN/ DONADORA IDEAL:

- Pura geneticamente . j
- Buena conformocidén y sin defectos genéticos detectables

- Con una edad cue fluctue de 3 a 8 aflos
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= Que no presante o se sospeche de haber padecido problemas
reproductivos,

- Ciclos normales y regulares desde temprana edad

~ Con dos o0 mis celos observaéos

- Con uno o dos servicios pox concepcion

-~ 8in dificultades al parto y. sin irregularidades reproducti
vas.

= Sin anormal’dades. sistémicas

‘- Saludable y con ganacia de peso

- No lactante
- Previamente que haya suministrado embriones_aptos.

SUPEROVULACION :

Un total de 90 donadoras han sido sometidas a tratamiento su-
perovulatorio. Este consiste en la aplicacidén de Hormonas a,
base de FSH~P (Hormona Foliculo Estimulante). También es po
sible emplear drogas a base de¢ suero de Yegua prefiada (PMSG).
Estas se suministran en combinacidn de agentes luteolitlcos o
con la presentacién natural del celo.

Estos tratamientos se pueden ipiciar en el per{odo éomprendi~
do, entre el @iax 10 ~ 13, de su Gltimo celo presantado. Se
realizan dos aplichciones diarias con intervalo de 12 horas;
durante cinco (5) dafas, a dosis de 38 - 50 mg. de FSH-P,via
intramuscular. .

Las donadoras r»ciben Prostagl%nd#pas (Lutalee, Estrumate).
el cuarto (4) dia de iniciado el tratamientb de superovulacién
las dosis de Prnstaglandinas uﬁilizadas varian de* 25 - 35 mg.
via muscular. ve han etipleado aplicaciones sencillas y frac-
Cibnﬁdaso ‘

: : Lo TR : i
Algunos resultacdos superovulatorios se preésentan en la Tabla
1. . ,

-

REGIMENES SUPERCVULATORIOS:

Hay un sinnGmerc de régimenes superovulatorios empleados oon
éste fin., Las preferencias por uno u otro seria de acuerdo a
experienclas alcanzadas con cada uno de ellos.

- REGIMEN PMSG:
A, PMSG (1000 - 3000 ui)
seveses 72 horas et
pGF o0 0000 a 48 horas . ’n - ,ﬂ, X u‘"“'f\ﬁ M

ESTRO E...... Inseminacién.

- REGIMEN FSH ~ P:

< womavns

B. I



6.0 mg. 70.
5.0 mg.

5.0 mg.

5.0 mg.

4.0 mg,

3.0 mg.

Estro e Inscminacidn,

 TABLA No, 1. NUMERO DE CUERPOS LUTEOS OBTENIDOS (FSH--P) DE
DIFERENTES RAZAS BOVINAS.

NUMERO DE CUERPOS LUTIOS

RAZA  DONADORAS  0-4 5-10 10+ TOTAL  DONADORA
# (x)

Cebi Brahman 47 15 20 11 355 . 7.55
Pardo Suizo 15 2 6 8 145 9.06
Chianina 7 - 4 3 55 9.28
'Romo Sinuano 7 3 3 1 35 5.14
Harton Caucano 3 2 4 2 70 8.75
Otros * 5 3 2 - C. 22 4.4

TOTAL.oveoas 9

) 26(28.88) 39(43.33) 25(27.77) 693 7.356

* MESTIZO HOLSTLIN | ~

CLASIFICACION D¥_LOS REGIMENS suééROVULATonxos:

>

.
- Dosis crecierte

- Dosis crecierte - Decreciente
- Dosis estatica

- Dosis decreciente.

INSEMINACION :

Las vacas y/o novillas donadoras son inseminadas con maltiples
dosis de semen 82 acuerdo a varios programas, cuando el semen

. nho es conocido, jrandes cantidades pueden ser usadas. Cuando

- se ha decidido gie programa es el adecuado, luego de considerar
se, los factores concernientes a costos, viabilidad, fertilidad,
un posible programa para inseminar ésta donadora puede ser emplea
da, una o dos unidades de semen a las 5, 18, y 32 horas de ini-
ciado el celo.

Excepto en casos muy especiales las cantidades de semen son muy
limitadas. Un scmen de pobre calidad puede causar infertilidad
en los évulos. ‘ -

ASPECTOS RELACIONADOS CON LAS RESPUESTAS SUPEROVULATORTAS :
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- Se han hallzdo diferencias en s respuestas entre el ganado
de leche y carne. El ganado de leche muestra una mayor sen
sibilidad a las ganadotropinas.

- Dentro de aguellas razas especializadas en carne se han pre
sentado diferencias.

- Vacas que haa tenido una cria, tienen una mejor respuesta que
novillas virjyenes o vacas viejas.

- Obviamente , vacas con enfermedades genitales o sistematicas
no diagnosticadas v repétidoras de servicios, no son desea-
bles en éstos programas, por presentar respuestas inciertas.

- Lés donadoras presentan una gran variabilidad a las respues-
tas superovulatorias y se pueden hallar diferencias signifi-

cativas entr: varios ensayos superovulatorios en la: misma va
Ca. ’

A continuacién analizaremos dos cuadros, en los cuales se resu-

men, el Indice de la Coleccién, y la presentacién de las diver-
sas’ formas embr:onarias.

TABLA No.2 RECUPERACION DE EMBRIONES VIA CERVICAL.

NUMERO DONADORAS T 90 (X)

L i .

Nimero de ovulac iohes determinadas
por palpacidén rectal. 693, ’ 7.36

Nimero de embricies colectados 499 ) . 5.54
- TAZA DE COLECCION:

Nimero de embriones x 100 72%

Nimero de cuerpo:s liiteos

El paso de los enbriones al dGtero es completo entre el dia 3'y.5,
pero un 10% puedc permanecer en el oviducto hasta el dia 3.

Un 7% de los embriones pueden hallarse en el oviducto, 73% in los
- 10 ems. anteriorcs del cuerno uterino, y un 20% en la base del
. cuerpo. '

\ COLECCION DE EMBI IONES:

A traves de la lristoria del transplante de embriones en la espe
cle bovina se har empleado dos técnicas tendientes a la extrac-
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cidn, de dichas células situadas en el lumen de los cuernos u
terinos. Dichas técnicas se conocen con los nombres de:

- COLECCION QUIRURGICA
COLECCION NO QUIRURGICA

COLECCION QUIRURGICA :

La vaca seleccionada como apta para ser sometida a procesos

de coleccidén de embriones, es sometida 'a un ayuno por 24,.. -

horas. Luego s:rd trasladada a la sala de cirugia, donde
es premedicada ; anestesiada por intubacién., Luego de si-
tuarse en la mesa de cirugia, es depilada y desinfectada en
el sitio donde ie realizarad la incisidén. Serd aproximada-
mente 15 cms, aiterior a la gldndula mamaria, en la linea
media. Uno de Los cuernos uterinds es localizado, someti-
do, a extraccién manual. La fimbra y el ovario son fija-
dos para posteriormente ser canulados para ser lavados va-
rias veces son soluciones salinas o cualquier otro medio de
cultivo. Luego el 6rgano es retornado a su cavidad y se re
pite similar proceso en el siguiente.

Algunos cirujanns utilizan Heparina (10 USP) para redu-
cir la formacié: de fibrina y posteriores adhesiones. B2l
cerrar la incisidn, el peritoneo y tejidos musculares si-
guientes son suturados con materiales absorvibles con pun-
tos simples intcrrumpidos. Finalmente la piel es cerrada
con puntos simples con materiales,gintéticos.

o Vi

Algunas vacas presentan severas reacciones a éstas u otras

muchas suturas causando seromas que son problemas temporales. '

Los problemas con seromas observados pueden alcanzar al 10%,
suturas infectacas 0.5%, herniaciones 1%, pero“dentro de
buenos sistemas de manejo, éstos factores son insignifican
tes. La sutura de la piel es renovada a los 10 dias. -

- RELACION DE VENTAJ/:S Y DESVENTAJAS DEL METODO QUIRURGICO ¥ NO
QUIRURGICO EN LA COLECCION DE EMBRIONES :

METODO QUIRURGICO:

. Ventajas:

- Paciente inmovil

- Técnica con mucla asepsia

- Manipulaciones cirectas del Gtero

- Segura evaluacién de la respuesta ovarica

~ Solamente es necesario de 20 - 50 cc. del medio

- Desventajas:

- Formacidén de adlesiones
- Facilidades nececsarias para la cirugia
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- Se requier: destreza en 1las manipulaciones
~ La. apestesia general es necesaria

- Dificultad s en animales lactantes

= Requiere avuno

- Requieren perfodo de recuperacién.

METODQ.NO QUIRURGICO:
- Ventajas:

= Repetible '

=~ Puede ser rcalizado a nivel de finca
= No requiere ayuno

= No hay cirugia

- Desventajas:

~ Se requiere Jdestreza en lag manipulaciones

= Se utilizan 0g - 1000 cc. ge medio por vaca

= LOS provesos estériles se dificultan

= Solamente pucden ser realizadas en animales que su canal
cervical perrita el paso.

COLECCION NO QUI.RURGICA :

con xilocaina al 2% cor Epinefriﬁa.#?nés'extructuras externas
del aparato genital femenino son Previamente desinfectadas,

La sonda de Foley ntmero 20 es insertada en el cuerpo o en ca
da cuerno uterinc. Luego de lograr su Paso poi.el cuello, es
retirada 1a guia metdlica. Posteriormente es insuflada con
aire o aqua destilada 1a perilla plistica situada en el -extre
Mo anterior de la sonda. o ,

Los embriones 80on extraidos del Gtero Por medio de liquidos
especificos y agrcgados de nutrientes Y sustanciasg energéticas,

MODIFICACIONES A I\ TECNICA:

= Colecciébn con ayltacidn y gravedag

= Coleccidn por g-avedad sin agitacidn

= Coleccidén con asitacién por aspiracién
= Coleccidn por aspiracidén sin agitacién

MEDIOS DE CULTIVO:

A traves de los afios se han utilizado una serie de medios de
cultivo, log cuales han wmostrado una respuesta muy variable,
A continuacidn dare10s ejemplos de algunos de ellos.

‘

AUTOR(ENO MEDIO/TRATAMIENTO #_EMBRIONES RESPUES
TA.
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Seidel y Co..

Hans F-10 Modificado 17 1.3
1971 ‘ TCM. 199 1A 0.7
Tervit Sinteatic Oviducc Fluig 1o 8034
Whitinghan 1972 (SoFr) 5 509
Saidel TCM -~ 199+
1974 Hepes + 54 Serun o 5394
Karagawa y col. BMOC -'3
1975 sor 1038 65%-50%
‘Trounsen, Willandsen Modi fiecq DulbeccéHs 33 65%
Rowson y Newcomb
1976 PBS 24 88%
TCM ~ 199 45 49%
Trounsgo-, Willadscn Modified pBs . 66 §2%
End Rowson 1975 20% de FCS,. 65 62%

EMBRIONES ;
Uio de los aspectos a
te de wmbriones

. Hay un siinGmero de factores qua pueden alterar lakcalidad de
los embrioneg » transferir, Actualment: ge observan ocho ele~

mentos Principa Lesg Para la apreciacién de un-blastocisto obte
nido por Superovulacién, ‘ .

APRECIACION DE UN BLASTOCISTO OBTENIDO POR‘SUPEROVULACION.
OCHO ELEMENTOS DE OBSERVACION ;

ZONA_PELUCID2
M

ESFERICIDAD, 3in fisuras, traslucida
M .

BLASTOCISTO :
Forma generas « regular.

Opacidadq

Estructurag vigible

s, trofoblasto, botd
tocele,

% embrionario, blas

CELULAS :

Grado de agregacibn de células: Aspectos

de los contorog
Celulares,

Variacién dej tamafie entre las células:

Células situada; denty

o dol espacio p'rivit¢lino.
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- Inteqridad de las células: pPresencia de vacuolas, dispersién
del material celular, granulacio
nes en su cara.

TABLA No. 3. CLASIFICACION DE EMBRIONES.

CATEGORIA NUMERO DE EMBRIONES %
Embriones normales 338 67.73
Embriones no fértiles 106 21.24
Embriones degenen:dos 55 11.03
(Retardados) -
TOTAL.oocp:bo-Q..o~.oo-oo.éoo- 499 100
RECEPTORAS :

Los animales regépt&res bueden ser hembras de. raza definida, mas
algunos pardmetros que deben ser observados para cbtener los me_
jores resultados de prefiez en los embriones transferidos.

Los animales deben ser jévenes, siendp aptos para la reproduc-
cién. E1 control sanitario debe ser- completo, alimentacién ade
cuada, rica principalmente en carotenos, sis sustancias que.pue
dan interferir con el 'mecanismo hormonal de estos animales su
premamente déciles, disminuyendose de ésta forma el constante
Stress causado por las alteraciones de manejo. s Todo ésto faci
litard la realizacién de el transplante de embriones. La obser
vacién de los celos estrales por tres veces al dia de las recep
toras permitird controlar y conocer cada conducta animal.

REQUERIMIENTOS PARA UNA RECEPTORA IDEAL:

~ Fécil seleccidn de un nimero suficiente

- Novillas virgenes sin amormalidades reproductivas detectables

- Con uno o dos partos sin evidencia de anormalidades reproduc
tivas.

- Ciclos regulares

- De gran tamafic y con adecuado didmetro pélvico .

- Con una adecu:zda produccidn de leche

- saludable, vacunada, libre de ectopardsitos.

- A los exdmenes sanitarios libres de enfermedades contagiosas

- Aislada de otios grupos de animales desconocidos en relacién
a su estado libre de entidades infecciosas.

- Buena aliment:cidén vy ganancias de peso

- Apariencia ferenina.
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SINCRONIZACION:

Dosis similares a las aplicadas a las donadoras son utilizadas
en aquellas recepioras que se encuentran en el periodo compren
dido entre el dfa 5 al 15 del ciclo, con el fin de inducir su
celo para queé puedan albergar los ewmbriones obtenidos de las do
nadoras programadss. Se utiliran receptoras que presentan celo
el mismo dia que a donadora, identificandose como en fasa (0);
aquellas que prescntan celo un dia antes (+1), y las de un dia
menos (-1), son vtilizadas como aptas para recibir embriones.
Es conveniente aclarar que se pueden utilizar novillas con celo
natural o induc¢ido que cumplan las normas anteriormente enumera
das.

 TRANSPLANTE ' DE EMERIONES:

Luego de colectadcs los embriones, clasificados y cultivados en
medios de cultivo especial, son transplantados a diversas novi
~llas y/o vacas denominadas receptoras.

Previamente a cada una de estas receptoras, se le ha realizado
una exploracidén rectal-ovirica, con el objeto de determinar la
presencia de un cuarpo 1ldteo funcional, para ‘trasladar el em~
brién-al cuerno ipsilateral a dicha estructura.

-Hasta el momento s¢ conocen dos tecnicas por las cuales se
transfieren los embhriones anteriormenﬁe sele¢cionados,

* TECNICA QUIRURGICA o S
TECNICA NO QUIRURGICA . o

TECNICA QUIRURGICA : A

Empleada actualmente en un sinnimero de clinicas de transplante
de embriones por pormitir niveles de concepcidén que varian de un
30% -~ 80% de prefie:.

Las recipientes son situadas en un brete gque permita restringir
al miximo sus moviiientos. A estas receptoras se les adminis-
tra tranquilizantes. El lado en el cual fué localizado el cuer
po liteo es preparido para realizar una incisidén paralumbar. Ru
tinariamente es derilada v desinfectada al igual que la infil-
tracién de anestés:cos locales. Inmediatamente al frente del
iliun la infeccidn es realizada a traves de la piel y el miscu-~
lo,. oblicuo abdomiral externo. El oblicuo abdominal interno y
el recto abdominal son separados, el peritoneo es incidido. Lue
go, de confirmar lz presencia de wn cuerpo litesc en el ovario,
es tomado el Gtero del ligamento ancho v exteriorizado. Una pun
tura es realizada centro del lumen, para que permita el paso y
la situacidén del enbridn albergado en la micropiveta. E1 embridn
es situado en el lumen del Gtero a unos 5 cms. de ia unidn Gtero
tubal. La incisidn es cerrada en tres capgos v las novillas son
retornadas a su sitio en el mismo Afa.
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A las recipient2s le son observados el retorno de sus celos y
es examinada sv prefiez en un tiempo apropiado. '

TECNICA NO QUIRURGICA:

méenica en la cual se utilizan los mismos elementos requeridos
en la Inseminacidn Artificial

Luego de seleccionados y clasificados los embriones, son si-
tuados dentro de un straw de 0.25 ml. E1 llenado consiste en
una columna de medio, columna de aire, c¢olumna de medio con el
embridén, columra de aire, seguida por una columna de medio.
El straw es situado en la pistola de I.A., luego su funda co-
rrespondiente, revistiendose todo el egaipo con una funda pldg
tica. Cada recipiente es utilizada en el dia 6 -~ 8 de su ci-
clo, a las recipientes previamente se les administra anestési
co, epidural (5-10 cc), &ntes de realizar el transplante. La
pistola con el straw es manipulada a traves del recto.El ing-
 trumento es insertado lo mds préfundamente posible en el cuer
no ipsilateral al ovario poseedor del cuerpo liteo. . E1 mane~
jo para las receptoras es similar a las transferidas por el
método quiridrgico,

PRENEZ Y PARTOS :

La incidencia de eventos no deseable no es altamente lesivo.

Entre los dfas 50 - 90, de gestacién de un 3% - 5% de indices
de abortos puede ser eaperados. Esnusual que uh 2% - 3% menos
suceda en el dia 90,

)
‘..a

Las recipientes preﬁadas pueden exhibir sxgnds de estro a in-
tefvalos regulaces o irregulares, similares a las vacas prefia
das poL ¢oncept L6n natural. No hay ninguna a¥teracidén en su
reldcidn de seko, ni reportes de un aumento de los defectos
cohgénitod de las criabk obtenidas por T.E.

En el tiempo del parto, usmalmente se presta una atencién ex-~
‘tra a la recipiante por el valor de su cria. El grado de asig
tencia requerida depende del manejo de la finca, el genctipo
del) ternero y el grado con gque fué realizada la seleccién de
la receptora., Generalmente cuando hay duda en un parto, pue-
de ser induoidc, se pueden realizar cesareas y llegar inclusi-
ve, al sacrificio de la receptora utilizada.

FUTURO DEL TRANSPLANTE DE EMBRIONES:

El transplante de embriones a nivel industrial a sufrido una
rdpida transici’sn de la técnica quirirgica a la no quzrurqlca,
similar al cambio ocurrido con los procesos de recuperacidn
quirGrgica a la no quirargica.

Pese a haberse simplificado las técnicas, los costos continuan
altos debido al bajo incrmento de los porcentajes de preiiez.
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Recientemente el nimero de prefieces obtenidas con embriones con
gelados es la mitid que la de los sin congelar.

Otra &rea de gran interes es el sexaje de embriones. Varios
Laboratorida estar trabajando en métodos basados en anticuer-
pos de tejidos d¢ machos. Serén necesarios varids afios de In-
vestigacién hasta alcanzar su mixima viabilidad.

Docenas de otros ¢vances han comenzado, por ejemplo: Puede ser
posible renovar e) évulo de un animal viejo de alto valor gené .
tico que vaya a scr sacrificado, fertilizando éste en un tuwo
de ensayo y conge ar docenas de embriones obtenidos asi Y ser

utilizados mis tarde.

Otra excitante técnica es la microinyeccidn de esperma directa
‘mente dentro del dvulo. Millones de espermatozoides son utili
zados por I.A. una sola inyeccidn puede reducir estas cantida-

des.

Otra variacién es la inyeccidn de dos espermas v la renovacién
microquirdirgica del componente genético femenino. Esto puede
resultar una cria con dos padres genéticos y sin madre genética.
Otra &rea con gran promisién es la participacién de embriones
en dos, para obten:r mellizos identicos.

h s
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