1 2.0

o
L B

, . . J
Universidad Nacional Autonoma de México

Facuitad de Estudios Superiores

Cuautitlan

COLECCION DE EMBRIONES EN
CONEJA  (Oryctolagus  cuni-
(u!us), COMO0 MODELO DIDAC-

TICO - TEORICO - EXPERIMENTAL
Dt iA TRANWSFERENCIA DE
EMBRIONES A NIVEL LABORA-
TGRIO.

[ ] -
Tesis Profesional
Gue pora obiener e Tifule de
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

presenta

VILLEGAS ROBLES RAFAEL

Asesor: M.V.Z. ARMANDO ENRIQUE ESPERON SUMANO

Cucutitlan 1zcalli, Estedo de México 1987

A



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

. . Pag.

RESUMEN. 1
INTRODUCCION. S 1

1. Seleccibn de donadoras y. receptoras.. . 6
2. Superovulacién. | . . o 11
3. Detecceibn de estro ¥ fertilizacibn. 18 -
4. Sincronizacién de los ciclos estrales. o119
S. Recoleceidén de embrioncs. 197
G. Identificacidn cmbrisanaria. ) ' 26
7. Evaluacién cmbrionaria. e : 28"
S. Almacenamiento ¥ conservacién embrionaria. 1340
9, Transferencia embrionaria. . 40
10. Bvaluacidn de la transforencia. R 43
OBJETIVOS. i S s
MATERIAL ¥ METODLOS. : . 46
CONCLUSIONES, ‘ o 53
ANEXOS. » ! o
1. Fisiologfa reproductiva de.ld coneja. : 55
I. Ventajas y desventajas del métddo de transfe-

rencia embrionaria. : 62

BIBLIDGRAFIA. o : S 66



RESUMEN

En la actualidad, no hay duda, que las investigaciones -
bfisicas con cmbriones de ratén y coneja, han contribuido
a nuestro cntendimiento de¢ la reproduccién.

Por lo que ¢l presente trabajo, se enfoco a plantear, de
sarrollar, cvaluar y proscver un modelo experimental de-
instrumentacién y comprobacién bioldgica de un método --
pridctico y cconomice de ia transferencia de cmbriones en

concjos, a nivel de prfctica de laboraterie, de la asig-

natura de Reproducciébn Animal o Inseminacidn Artificial,
en las instalaciones de 1a Facultad de Estudios Superio-
res Cuautitldn, de la UNJAM. . :

Para llevar a cabo 1a téenica de la transferencia de [
briones, fuecron necesarios procedimientos y pricticas me
ticulesas, que involucriron numerosos pasos para reali--
zarla con €xito: ecstos cemprendieron:

1. Seleccidn de denadoras » receptoras.

2. Superovulacién.

3. Deteccidn de estre v fertilizacién.

4. Sincroni:zacifn de los ciclos estrales.,

5. Receleccidn de embriones.

6. Ildentificucidn embrionaria.

7. Evaluacién embrionariz.

8. Almacenamicnto y censervacién embrionaria.

9. Transferencia embrionaria.

10, Evaluacién de la transferencia.

Los resultados que sc obtuvieron fueron buenos desde..el-
punto de vista didédctico, puesto que se comprendio de --
una manera mis clara la técnica de transferencia de em-=
briones, ya que antes solo se planteaba a nivel de piza-
rrén 6 bien tan solo con la proyeccibn de diapositivas.
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Con lo que los alumnos pensaban, que esta técnica era su
mamante ffcil e infalible.

Desde el punto de vista bielégico, los resultados fueron
condicionados a la técnica de ensefianza-aprendizaje que-
se eligio: Al ser una técnica demostrativa, el alumne 2zl
implementar el método carece del dominio de este, por lo
que los resultudos parccieran ser negativos {no se¢ obtu-
vierén gestaciones, a partir de los embriones trunsfcri—
dos). Sin embargo., se considera que la experiencia adqui
rida, pucde mejorarse a través de implementarla de mane-
ra continua, e¢s decir no solo restringirla a una asigna-
tura, sine darle continuidad dentro de otras asignaturas,
tales como: Técnicas Quirdrgicas, Terapfutica Quirdrgica
6 Clfinicas. Cumpliendose asi con la secuencia, continui-
dad e integracién de los conecimientos.

Ademfs, 2 manera Jde consulta se citaron dos anexos, para
una mejor comprensién de la fisiologia reprodunctiva de -
la coneja, y de las ventajas y desventajas que encierra-
esta metodelogia.
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INTRODUCCION
'"...Es por ésto- que antes de-experimentar en-animales --
grandes, uno dcbe intentar sus ideas en animales pequefios.”

Dr. M. C. Chang (32)

Los modelos en animales de laboratorio, son indispensa--

bles para la comprensidén, entrenamiento y educacién contf{nua-
un amplio rango de disciplinas reclacionadas con la biolo--
a reproductiva.

El use de animales de laboratorio (ratones y conejos), -
hacen posibles los estudies de similaridades v diferencias cn
tre cspecies ¢ indica las ventajas y desventajas de la extra-
polacibén, ademis, ls habilidad § maecstria para recobrar, eva-
luar, cultivar y manipular embriones de¢ ratén y concja} es --
igualmente un excelente entrenamicnto para el mancjo de valip
sos embriones de animales damésticns,

s por ¢sto, que en ¢l presente no hay duda que las in--
vestigaciones bisicas con embriones de ratén y coneja, han --
contribuido a nuestro entendimiento de la reproduccibn; 6 ---
bien que tendrin un papel irremplazable en ¢l futuro, para 1la
investigacidén y la prictica de la reproduccibn animal, y tam-
bién para ¢l desarrollo de la ingenierfa genética en biolo-~--
afa. (32, 3o, $0, 54, 75, s0)

Lia coneja, es la primera especic en la cual se experimen
té la transferencia de embriones, y desde ese tiempo ella re-
presenta un sujeto de elecciédn para los cstudios fundamenta--
les sobre dicha tdécnica; contribuyendo en el curso de los ---
aftos a el desarrollo de la misma. (Y}, 2, o6, 23, 32, 36, 37, -
44, 51, 60, 72, 8Q)

La transferencia embrionaria, es una de las técnicas més
modernas y revolucionarias en el campo de la reproduccién ani
mal, y que, en los Gltimos anos a cobrado gran auge en paises
adelantados tales como: Inglaterra, Australia, N. Zelanda, Ca
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nada, E.E.U.U. y algunos paiscs asifticos y curopeos, entre¢ -
otros. Marshall ct. al. en 1978; mencionan que 1la transferen-
cia de embriones, es una gran industria en Australia y N. Ze-
landa, m&s que cn Europa. En México esta técnica es relativa-

en ¢l campe preofesicnal veterinario, ya que hasta

menpte nueva en © a2
el 17 de marzo de 1980, en Ajuchitlin Qro., el Dr. Crisblogo-
Garza Chapa ct. al. del Instituto Nucional de Inseminacién Ar
tificial y Reproduccién Animal (I.N.I.A.R.A.)} dependiente de-
la Sceretarfa de Agricultura y Rocursos Hidrdulicos (S.A.R.H.
lograron obtener la primera crfia Jde la raza holstein, a la --
que Ilamaron “Pary 1", y dJdes meses mds tarde consolidaron éi'
ta técnica con ¢l nacimiente de tres nuevas crias, que se ob-
tuvicron de una sola vaca. Mientras que en E.E.U.U., en 1951-
Willet et. al., reportaron el nacimiento del primer ternero -
vivo mediante ¢l uso de esta téenica. (58, 539, 97)
A partir del nacimiento, de estas crias a v
L e .

£s pe

b TTra
rencia embrionaria, a tal grado gue va son varias las émprg--
sas (Lala S.A., Carnation S.A., Nestle S.A., ctc...)} que apli
can esta tdenica en sus programas de investigacién y expan---
sién. (87)

A la feocha mfis del 90% de 1

transferencia embrionaria a sido efectuada en el ganado bovi-

actividad comercial de la -

no. Sin embargo, cl potencial de la técnica también ha capta-
do ¢l cntusiasmo y la imaginacién de los .nvestigadores y ---
criadores de otras especies animales (incluyendo el humano),-
y de conservacionistas, prcocupados por la preservacién de --
las especies en peligro de extincién. (6, 7, 8, 9, 10, 23, 24
33, 36, 41, 49, sS4, 59, 69, 78, 80, 82, 83, 88, 90, S4, 98, -
100, 103, 107, 108, 109, 114, 115, 118)

Y a pesar que la mayoria de los cuibriones transferidos -
comercialmente son de bovinos, la literatura menciona que se-
trato primariamentc con embriones de animales de laboratorio;
teniendo esto un gran significado para la investigacién y ---
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prictica con otras especies. (34, 36, 54, 75)

Tomando en cuenta las perspectivas que por su aplicacién
y resultados nos ofrece ésta técnica, los médicos veterina---
rios que de alguna manera estdn vinculados con la reproduc---
cifn animal, se han introducido 2 ia prictica de ésta, pre-- -
viendose que dentro de poco tiempo se tendrf que mancjar este
método de la misma manera que se practica la inseminacibn ar-
tificial actuailmente. (S5, 37, 17, S0, @7, 109)

Desde 1883 el doctor ingles Walter Heape realtizé un ""Ma-
nual®', para que estudiantes de veterinaria, aprendieran el ma
nejo de embriones; utilizande para ello animales de laborato-
rio {contjos); posteriormente este trabajo ful publicade como
un apéndice para la 2a. edicibn de el libro “Elcmentos de Em-
briologia’™ de Foster y Bulfour en 1883,

La téenica de la transferencia de enmbriones, es conse---
cuencia de una scrie de investiguaciones cientificas, que sc -

<

e ~l 3T,
ZRe, T o0 ow

interaron cunndn o1 de

1n abri

1 d¢ 18922, cn

1a universidad de Cambridge, Inglaterra: recolecté los cigo--
tos, e¢n estadio de 2 a2 4 blastomeros de una concja de raza an
gora, y que fuceron transferidos a una coneja de raza belga, -
con ¢xito, €¢sto es obteniendo c¢rias de raza angora y de raza

belga, sin que las caracter{sticax genéticas de 1a nodriza 6-
receptora afectaran el desarrollo de los embriones ex6genos -
(angora). Mis tarde un cxperimento parvecido fué reproducido -
por el mismo autor en 1897, con igual éxito.

EYl trabajo de Heape en conejos fué llamado a responder -
una "'pura' cuestién cicenti{fica, de si el medio uterino in----
fiuia en el fenotipo del embrién, y a definir los supuestos -
mecanismos de la telogonia. Més sin embargo, en su reporte de
la primera transferencia embrionaria, Heape no describif como
obtuvo sus embriones del coviducto.

Posteriormente, en 1922 Biedl et. al., fueron los'primg-
ros ¢n verificar el trabajo de Heape. (11, 16, 20, 23, 24, 32,
36, 37, 38, 44, 47, 54, 74, 75, 76, BO, 96. 97, 109, 116) .
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El método wresenta un doble interés

- Cicntifico

~ Zootécnico

Desde el punto de vista cieéntifico permite analizar més-
intimamente los problemas- fisiol6égicos, bicqufmicos, genéti--
cos ¢ inmunolégicos de 1a reproduccidn. Favorecc ¢l estudio -
del desarrollo cabrionario antes y después de la implanta----
cién; ademis de determinar los gradeos de expresiébn genbtica -
fetal y materna per scparade, y las interacciones entre ¢l me

dic ambiente 3 ¢l 3

En el plano zootféenico, ¢stu tlenica trava de aprovechar

al miximo ¢l ndmere de gametos producidos por una hembra genge
ticumente superior, vy aunque les ovarios de los mamiferos con
ticnen c¢ientos de miles de ovocites, el ndmeroc de la progenic
quc uns hembra produce ¢s pequeno, cn reiacibén a su capacidad
real.

Pn los animules domésticos, ¢! nlmero de veces que una -
Lhembra pucede quedar prefiada Se ve limitada por el perfodo que
dura la gestacidn, lz edad @ la concepcidn y el restableci---
miento de 1lu capacidad reproductiva despuds del parto.

El némero de crias que una hembra puede producir durante
su vida, se increments en gran medida por la téenica de trans
ferencia Jde embricnes, (11, 29, 34, 38, 47, 52, 58, 59, 64, -

07, T4, T8, 79, S0, ©F, 107, 109}

Para llevar a cabe la téenica de trunsferencia de embrio
nes scn necesarios procedimientos y priéicticas meticulosas, --
que involucran numercsos pasos para realizarla con éxito.. Co-
no sSon:

1. Seleccién de donadoras y receptoras

2. Superovulacidédn

3. Deteccidn de estro y fertilizacién

4. Sincronizacién de los ciclos estrales

5. Recoleccibn de embricones

6. Identificacién embrionaria



7. Evaluacién embrionaria

8. Almacenamiento y conservacién cmbrionaria
9. Transferencia cmbrionaria

10. Evaluacién de la transferencia



1. Scleccibn de donadoras y receptoras

La secleccibn se realiza en base a diversos parémetros,-
tales como:

1.1 Donadora

La hembra donad

3
3
-
i

Gra serd aqueliia cuyos Gvulos sen fecun-
dados ¥ luego extraidos, per cualquier método, de su matricz.

Las caracter{sticas que deoberd tener son:

1.1.1 Deberd tener un peso normal de acuerdo a su edad,
rara y fin zootécnico. Romero et. al, 1983, mencienan que en
concjas donadoras sc preficren de un peso de 2.5 a 3 kg., --
considerando la raza. Con respecto a la edad, estos autores-
sugieren, que se consideran aptas cuando ya estdn en la eta-
pa de pubertad, relacionandose su tamano de acuerdo a la ra-
za. {(Ver cuadro 1) i

$in emburgo, usi mismo consideran como animal ideal, --
aquel que ha tenido varias crias 6 partos.

Cuadro 1. Edad a la pubertad en concjas de difcfc&

tes razas.

RAZA EDAD ‘A LA PUBERTAD
LN MESES

7
Raza Pequend 1 4.~ 5
Raza Mediana 2/ 5 -7
Raza Grande 3/ 7 -9

1/ Raza Habana

P

2/ Razas Nva. Zelanda, California, Chinchilla

3/ Razas Flandes, LEspafia,-Azul de Vienda. N .
Adaptado de Rdmero'gg.*gi;,;8$.



1.1.2 Sc establecerf un cxamen clfnico ginecclégico, pa-
ra detectar alteraciones orgidnicas que puedan influfr negati-
vamente sobre la fertilidad.

o
»

Con respecto a este punto, s ccomienda 1o siguient

e:
- Hacer una palpacién para de prenez & -~

b
[
.
3]

e}
:
&
w
et
pot
[¢]
1<)

no preiiez, a los 15 dfas de recibir la coneja.

- Hacer una observacibn de calores {frecuencia). El es--
tro se determina en las concjas, poer medio de la visua
lizacibén de la vulva (de color rojo fucrte ¥y de apa---
ricncia tumefacta), en caso de que la hembra no se cn-
cuentre en estre, la vulva sc apreciari de color rosa-
pilido y de apariencia scca.

- No debe tener adherencias en la vulva & gualyuier tipo
de secrecidn purulenta § de otro tipe. (97)

1.1.5 La donadora no debe estar lactando. Para determi--

nar csto, Romero c¢t. al., 1983 recomicndan lo siguiente:

fag conein

© evises e ey e o e
La aTogue ten d Ta

b e Tome oo~ e
anuld Sk S uwleCoaLas port.

P
- Tener a

sus crias
- Glandulas

mamarias inflamadas y rojus
- hesprendimiento de pelo, en la zona donde se localizan
las glindulas mamarias.

-~ Al presionar log perzon se bbservarf salida de leche.
Por otro lado, Harned y {asidn, 1969; mencionan que nin-
gén animal de granja muestra un ecstado £&értil tan pronto des-

pués del parto, como sucede en varias especies salvajes y de-
laboratorio, incluyendo ¢l concjo doméstico.

Ln su trabajo, estos autores estudian varlos aspectos re
productivos de los conejos, relacionandolos con el amamanta--
miente y el intervalo para la cruza al post-parto. Siendo los
resultados lous siguientes:

- En las conejas primiparas, el amamantamiento no tuvo -

efecto significativo en la incidencia del apareamiento.
Sin embargo, un alto porcentaje de hembras aceptaron a
el macho en el dfa 1, mis que en el dia 4 post-parto.

7



(P> 0.01)

En concj&s multiparas, no hubo diferencias significati
vas, en las caracterfsticas del aparcamiento, dobido -
al dfa 6 al amamantamiento.

1 d 3 “rad no amamantan
que estaban amamantando. (P -
20.01) Las caracter{sticas ovulatorias, neo fucron a--

fectadas significativamente, por el dfa 6 ¢l amamanta-

Una altz proporcién de concjas primf
s

do, ovularon mis que la

miento on las conecjas primiparas que en las conejas --
multiparas.

No hubo Jiferencias significativas, en la sobreviven--
cia embrionaria tempranas {preimplantacidn), entre gru-
pos que cstaban amamantunde vy los que neo, ni an entre
las conejas primiparas y multiparas. Sin embarge, la -
sobrevivencia embrionaria tardia (post-implantacién) -

fulé menor en el grupo de conejas amamantando que en -~
las gue ne, on cads gprupe ddo paridas (PP O0 08y, (36, -
55, 97)

1.1.4 E1 ciclo estral ¢

las donadoras, deberi ser nor--
mal (en presentacidn y duracidén). En un trabajoe elaborado, co

mo seminario en la materia de reproduccidn animal ¢ insemina-

tificial, Naciff v Vertir en 1986 mencionan que en las
conejas, los c¢iclos estrales pueden presentarse normalmente -
cada 17 dias, pero slgunes autores afirman gue es cada 7 dias.
£n base 2 estos dates Maurer en 1978, citado por Daniel en -
1978 recomienda poner & la coneja con el macho cada 4 - 5 --~
Jdias, que es el tiempo estimado del ciclo estral de la coneja.
Con lo cual, los machos mids activos podridn montar a la coneja
en e¢stro & receptiva, inmediatamente, permitiendo que la hem-
bra sea montada dos veces, ya sea por el mismo macho 6 por --
dos diferentes maches, les cuales peodrfin ser fertilizadoes ---
(ovulacién refleja 6 inducida).

Por otro lado Hafez en 1970, en '"Reproduction and Bree--
ding Techniques for LaSoratory Animals'; mencicna que la cone
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ja puede presentar tres tipos de comportamiento en relacién a
¢l ciclo estral:

- Aceptar al macho cada 17 dias, lucgo de la maduracidn-
d¢ los folfculos durante ¢l celo. El acoplamiento pro-
voca 1a ovulacidn {ovulacidn reflejia 6§ irducida), 1a -
luteinizacidn y ¢l desarrolleo de los cuerpos lutcos jo
venes. Si no hay fecundacia, los cuerpos luteos jove-
nes inveoluciosian.

- Aceptar al nachoe tedos los dias,

[

a hembra receptora,-
sustituye los foliculos atrésicos.

- Presentar ciclos regulares de 4 o 7 dias promedio.

(36, 51, B4, 97}

1.1.5 La donuadora deberf ostar libre de enfermedades in-
fectocentagiosas., [Esto se determinard mediante pruebas de la-
boratorio especificus a2l pudecimiento gue se sospeche ¥ some -

[ [
ticendo al animal a cuarentenas {previamente, tanto donadoras,

come receptoras, hoabrfin sido vacunadas v deberdn estar libres
de parfsitos gastrointestinales). {09, 28, 27}

1.1.6 Sc someterd a la domadora a un regimen alimenticio
esto os, que se revisard el alimento consumide ¥ s¢ verd, que
llene los requerimentos nutricienales de manteniniento, repro
duccién, gestacién v lactrancia.

Este punte eos c¢lave parn gue la donadora proporcione mu-
chos embriones. Coemo puarre de los preparatives de las donado-
ras, deberfn estas tener un accese libre al agua y recibir --
una racién diaria de 200 gr. a 250 gr. dJde un concentrado para
concjos con un 17-18% Jde protefna, para ratas pequefias y gran
des respectivamente. (36, 96, 97)

1.1.7 La donadora debe ser un animal muy valioso genéti-
amente. (7, 12, 13, t4, 32, 45, &1, 52, 63, 64, 70, 78, 96,-
7) : '

(i o]

1.2 Receptoras )
La hembra receptora serd aquella que recibe en su matriz
el 6 los embriones de la hembra donadora. (12)



Las caracteristicas que deberi tener son:

1.2.1 Tendrfin un peso adecuado z su edad, raza.y funcién
zootécnica. (96, 97) "

1.2.2 Se determinard mediante un exdmen c¢linico-ginecold
gico la nermalidad orglinica v funcienal del aparato reproduc-
tivo de las receptoras. {97}

1.2.3 Estas, deberfin estar libres - de enfermedades ihfes-
tocontugiosas. (97]

1.2.4 Deberin aderds, estar sometidas a un regimen ali--
menticio que satisfaga todas sus necesidades, tanto de mante-
nimiento, gestacidn y lactancia. (97)

1.2.5 lLas receptoras, se¢ pretende que sean grandes y ---
bien desarrolladas., Ademis, de que se requiere que éstas po--~
scan una habilidad muterna, que permita § aumente las probabi
lidades de éxito & la viabilidad de la 6 las crias: esta cua-
lidad, puede ser determinada genéticamente. (31, 36, 96, 97)

1.2.06 Ademis estas, deberén tener ciertv grado de sincro
nizacién estral & de celo con la donadora, sea este natural &
inducido con un tratamicnto hormonual.

Chung en 1950, usande conejas, demostrd por medio de la-
transferencia embrionaria, gque para establecerse la gestacién
¢s necesario que ¢xista una sincronjia cntre el embrién y su -
ambiente, as{ como todo lo relacionado cen la edad de el cuer
po lltco. Adams en 1971, menciena que observaciones hechas en
conejos y hurones, revelan que cmbriones transferidos asincro
nicamente pueden desarrellarse por variados periodos de tiem-
po, llegando a veces mis alla de la implantacién, pero inva--
riablemente fallan antes de alcanzar estadios fetales.

El rango 6ptimo de diferencia entre el estro de la dona-
dora y la receptora, e¢s de + 12 horas, y los mejores porcenta
jes de fertilidad se obtienen, cuando coinciden exactamente -
los estros (70% de fertilidad).

$i 1a diferencia entre estros es mayor de 12 horas, los-
porcentajes de fertilidad pueden fluctuar entre 45 - 60%.
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Este paso tan importante, es factible de conseguirse por
alguno de los siguientes métodos:
- Hembras que al azar, estén en calor 6 estro el mismo -
df{a que la donadora {natural). 7 7
- Por modic deol sont
- Por medio del uso de la hormona liberadors de gonado--
tropinas (G.N.R.H.) 1

. Desde e1 punto de vista comercial

s¢ sugierc la utilizacién de un polipéptido altamente-
eficaz, anflogo quimico de ia hormona liberadora de go
nadotropinas.

El nombre gendrico internacional de esta sustancia ac-
tiva es buscerelina. Sugiriendo una dosis de 0.00084mg.
de acetato de buserelina (0.2 ml. de "Conceptal”), por
via intramuscular de prefercncia, pero siendo también-
posible la aplicacidn intravenosa 6 subcutfnea.

- Por medio de la aplicacidn de ponadotrveopina coridnica-
humana (i1.8.G6.), on una dosis de 10 25 ULI fkg. £ )
uso de 0.5 mg./kg. de hormona lutecinizante (L.H.).
Para producir sincronia centre la receptora y la donado
ra, la aplicacién de cualguiera de¢ estas hormonas, Se-
efectua en la receptora al mismo tiempo que a la dona-
dora se le da menta. Aproximadoamente de 10 a 12 horas-
post-inveceibn se¢ produce la ovulacién.

- Por medio de 1la utilizacidn de un macho vasectomizado,
para estimular la ovulacién de la receptora. Aproxima-
damente a las 12 horas post-monta se produce la ovula-
cién. (1, 31, 51, 52, S7, 74, 96, 97, 103)

2. Superovulacién

La transferencia embvrionaria, se basa fundamentalmente,-
¢n ¢l proceso de superovulacidni cste proceso es definide por
Pineda y Bowen, Bearden y Fuquay, en 1980, citades por Hernan
dez y Hernandez en 1985, como la respuesta ovulatoria incre--
mentada por arriba del nimero que normalmente ocurre en un --°
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animal, por la administracién de hormonas gonadotrépicas exé-
genas. Sin embargo, lo misma respuesta se puede observar con-
la administracifén de otros compuestos, como: anticuerpos, f&r
macos, erc... Aunque comunmente ésto es logrado por medio del
uso de hormonas hipefisiarias y placentarias (gonadotropinas),
tales como:

- Gonadotropina del suero de la yegua prefiada (P.M.S.G.)

Esta hormona es la de miis amplio uso en la actualidad, -
tal como lo demuestran algunos trabajos publicados. (65, 78,-
117)

Avila, 1980 menciona que las veatujas de la P.M.S.G., so
bre la hormona folfculo cstimulante (F.S.#.}, es que no resul
ta inactivada, tan rapidamente por el organismo, por 1o que -
tan selo se¢ requiere d¢ una sola aplicacién de la primera.

La desventaja ¢s gque no existe un control adecuado de su
accibn y por lo tanto no puecde asvgurarse una respuesta super
ovuliatoria adecuada, ademés de que ésta hormena puede prodg--
cir schock anafiléctice, Jdebido o que proviene de otra“espe--
¢ie animal. Maurer, Hunt y Foote on 1968, por resultados obte
nidos de 2 biocensayos para antihormonas, sugieren que la dis-
minucibn Jde la respuesta superovulatoria del grupo tratado ex
perimentalmente con P.M.$.0. y gonadotropina coribénica humana
(H.C.G.), ¢s debida a una refractoriedad hormonal, debida a -
antihoermonas. (71)

Existen diferentes dosis recomendadas para la utilizag---
¢ién de esta hormona, como son: '

Kenelly y Foote en 1965, utilizan una dosis de 25 U.I. -
de P.M.S5.G. por tres dfas, ésta dosis seri administrada de la
siguiente manera:

Dia Horario Dosis Via
1 8:00 am 12.5 U.I. Intramuscular
5:00 pm 12.5 U.I. Intramuscular

Continua, ..
12



Dfa Horario . Dosis Via

2 8:00 am. 12.5 U.TI. Intramuscular
: ©'5:00 pm. 12.5 U.T. Intramuscular
3 Igual

4 8:00 am. 2.5 mg. Intravenosa

De hormona luteinizante
(L.H.}), disuelta en SSF
a razén de 3 mg./ml.

Maurer et. al. en 1968, reporta el uso de la P.M.S.G.,

cn concjas bajo cl siguiente esquena:

pia Dosis Via
30 U.1. Subcutédnea
2 30 Ul Subcutinea
3 3¢ ULT. Subcutfinca
4 . 50 U.I. Intravehosa

De H.C.G.

Estos autores, siguiendo el mismo esquema, llegarén
riar la dosis de P.M.S 00, hasta 60 U.T1. por dfa, durante
dfas, v a la de H.C.G., hasta 200 UL, (71)

Hafez en 1978, recemienda 1la utilizaciédn de 100-150

2]

u

va

LI

de P.M.S.G. por via intramuscular y de 66 a 72 horas después-
la aplicacién por via intravencsa de 50 a 60 U.I. de H.C.G.,-

para la superovulacidn en conejas. (51)

Sin embuarge, en general, parece que no se requiere la ad

ministracién excesiva de L.H. en forma de H.C.G. para garanti

zar que la ovulacién va a ocurrir después de la utilizacibn -

de P.M.S.G., que ha provocado un crecimiento folicular éxcesi

vo. (21)
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- Hormona folfculo cstimulante (F.S.H.)

En algunos experimentos la respuesta superovulatoria, ha
sido buena. Sin cmbargo, Seidel et. al., 1978; citados por --
Wilmut, 1980, mencionan que la labor suplementaria de inyec--
tar 2 veces al df{a puede limitar ¢l enmpleo de esta hornona,

( 3, 65, 113) .

Kennelly y Focte en 19653, mencionan que se puede utilji--
zar F,S.H. para la superovulacidn en las concjas, sugiriendo-
el siguiente esquema:

Dia fforario Dosis via
1 8:00 am. 0.5 mg. Intramuscular
6 Subcutfnea
8:00 pm. 0.5 mg, Intramuscular
6 Subcutdnea
2 fgual
K Tount
S §:00 am. 1.5 mg/kg ‘Intravenosa

De L.H.

Una metodologia similar propone Maurer en 1978, en el 1i
bro " Mcthods in mammalian reproduction ' de Daniel J. C.; =--
con los siguientes pasos:

Dia Dosis Via
1 0.4 mg. Subcutfinea
2 Igual
3 Igual .
4 Induccién a la ovulacién con L.H.

y posteriormente es inseminada -
artificialmente.

La hormona folfculo estimulante, que estos autores mane-

jaron, esta en una solucién acuosa de metil celulosa al*l’ls.14



(36)

- Extracto pituitario anterior equino (H.A.P.).

Adams en 1980, reporta que 6 de 26 conejas donadoras, --
fueron superovuladas con un tratamiento de una preparacién de
cextracto pituitario antceriar equino, tal coms es descrito poy
cl mismo Adams cn 1971 de acuerdo al método de Moore y Shel--
ton en 1964. La aplicacién de esta preparacibn es por via sub
cutfnea 2 veces al dfa durante 3 dias, con una dosis total de
12 mg.; 12 horas después de la Gltima inveccidn de H,A,P,, --
las concjas serén servidas por 2 machos fertiles vy se les ---
aplicar8 25 U.i. por vfa intravenosa de H.C.G. .{ i, 2, 78)

- Menotreopinas (H.M.G.).

Recientemente se han sumado al regimen superovulatorio -
las menotropinas: Gonadotropina menopausica humana (H.M.G.).

Alcivar et. al., en 1983; Mc. Gowan e¢t. al., 1983, 1985;
reportan haber obtenido resultados similarves a los obtenidos~
con F.S.H. vy P.M.S.G. . (77, 78)

Sin embargo Alcivar et. al., eon 1984, comparando a la ~--
F.S.H. contra la H.M.G., obtuvicron mfs gestaciones (P 0,10),
con ¢l uso de F.S5.H., que con la H.M.G. (29% contrua 13% res--
pectivamente}. (3) '

- Sccrecifn de las copas endometriales de la yegua ges--

tante (P.M,E.G.).

Otra hormona superovulatoria de poco uso 6 de uso poco -
comin, e¢s la: Secrecién de las copas endoietriales de la ye--
gua gestante. Sreenan en 1983, reporta que esta hormona tiene
un efecto similar al de PP.M.S5.6. . (78) .

La utilizacién de éstas hormonas, se asocia al uso de --
otras hormenas 6 substancias que favorecen 6 mejoran la utili
zacién de las drogas superovulatorias, tales como:

- Gonadotropina coriénica humana (H.C.G.).

¥sta hormona, ha sido utilizada en distintas dosis con -
gran éxito en la induccién de la ovulacién en las concjas.
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Sin embargo, a nivel comercial se menciona que a pesar -
de que para cste fin, se han utilizado hasta la fecha prepa- -
rades a base de H.C.G. 6 de L.H., estos presentan la desven--
taja de que su inyeccibn repetida induce la formacién de anti

cuerpos, ¥ pery tanto, la perdida de su eficacia. (5

Fox y Krinsky cn 1968, citades por Roias ct. al

N

1978, demostraron ademis que 1a H.C.6G., cs 5 veces mis poten-
te en la induccifén de la ovulacién on las concjas, cn compara
cibn con la P.M.S.G. . (906)

Shaver en 1970, reporta que la H.C. 6., produce ovulacibn
cn ldas convjas, ¥y que csta ocurre aproximaduamente 10 horas --
despuls de 1a inyeccién. (104}

Hulot y Porjardiecu cn 1976, citados por Rojas ct. al., -
1978, reportan, que con una deosis de 50 U1, de H.€.G. por ~-
via intravenosa, obruvicron el 100% Jde ovulacién cn las cong-
Jjas (18/18). {96}

- Hormon

a

1

teesnii~npen I H oY
toexnizanTe (L.t

Pincus en 1940; Parkes ¢n''1843, citados por Foote 'en 19-
63, reconocen la habilidad de la L.H., para causar la ovula--
cién en la concja. ) )

lLLos resultades obtenidos por Foote en 1863, indican, que
el uso de un extracto purificado de L.H. (P.L.H.), es capaz -~
de inducir a 1a normal ovulacién, con la subsccuente forma---
¢ibn de cl cuerpo 1l{iteo y muntcnimiento de la gestacién, en -
conejos maduras sexualmente receptivas y no receptivas tambi-
én.

L administracidn intravenosa de 0.5 mg. de P.L.H. por -
kilogramo de peso corporal, preduce igualmente una respuesta-
satisfactoria, aGn usandose cl doble de la concentracifn.
(45)

- Factor liberador de gonadotropinas (G.N.R.H.).

Consultar pfgina 11 (induccién a la ovulacién en las co-
nejas). (57)
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- Drogas simpaticomiméticas.

Tales como la bromocriptina. Esta droga en animales.lac-
tantes, disminuye los niveles de prolactina y permite que el-
ovario responda adecuadamente al tratamiento superovulatorio.
{fase experimental) (473

- Inmunizacién contra hormonas csteroidales.

a) Inmunizacién contra androstenediona

b) " " progesterona
<) " " estrégenos
d) " " testosterona

La inmunizacifn contra las hormonas csteroidales, puede-
ser activa 6 pasiva, dec acuerdo s si s¢ estimula al aparato -
inmunocempetente del animal 6 si se administran los anticuer-
cuerpos. De cualquier manera, estos van a fijar a las hormo--
nas ¢ impiden que lleguen a2l S6rganc blanco, para cjercer su -
accién y como consecuencia se¢ alteren los mecanismos de re-
troalimentacifn sean pesitives 6 negativos, v por tanto se --
produce un desequilibrio hormonal.

De las evidencias existentes, parece ser que los mejores
resultados se han obtenido, con la inmunizacién contra an---
drostencdiona, al aumentar la tasa de ovulacibén. (56)

- Neurchormonales.

El proceso superovulatorio, pucde también ser conseguido
por medios neurochormonales, sucedicndose este tan solo en es-
pecies de ovulacién inducida 6 refleja, como en ia coneja, --
por ¢l acto del coito 6 bien por la estimulacibén mecfinica de-
la vagina y/o cervix.

Yamane Yy Egashira en 1925; Hammond y Asdell en 1926; Shi
bara en 1931; Carlyle v Williams en 1961, citados por Staples
en 1967, mencionan que un pequefio porcentaje de conejas, se -
sabe que ovulan después de una estimulacién mecinica de la va
gina y/o cervix. Este porcentaje puede ser incrementado por -
la administracién de estrégenos v/o progesterona durante los-
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meses de invierno y primavera.

Chang en 1949, reporta haber obtenido m&s resultados en-
cl esquema superovulatorio, cuando las conejas eran puestas -
con 1os machos para producir superovulacién mediante montas,-
que cuando esta era inducida por medic de hormenas.

Igualmente Yoshinaga eot. al., en 1968, citados por Trejo
e¢n 1972, reporta que obtuvo mcjores vesultados en conejas apa
readas espontanecamente, quc en aguellas en que se les inyecto
gonadotropina coribnica humana (H,€.6.), para inducirlas a la
ovulacidn. (30, 10§)

Sin embargo, Hulot y Porjardieu en 1970, encontraron que
de un totail de 18 hembras, 14 (78%) ovularon con el estimulo-
de la ¢bpula con un macho vascctomizado, 4 (22%) de las hem--
bras ovularon por la excitacidn del cuelle uterino, 17 de las
hembras (94%), ovularon después de la administrscién intrave-
nosa de 25 U.I1. de H.C.G. v que el 100% (18/18), de las cong-
jas ovularon después de un tratamiento con $0 U.I. de H,.C.G..
por via intravenosa (vena marginal de la oreja). (96)

A pesar de todo, &sta téenica debe ser mancjada con cui-
dado, ya que Fujimoto e¢t. 2al., e¢n 1974, citado por Hahn en --
1384, menciona que €sta téenica por si misma puede incremen--
tar ¢l nGmero de cmbriones con anormalidades cromosomales. Pe
ro Scidel Jr., en 1975, replica éste dluimo punto, mencionan-
do que el apropiade uso de hormonas superovulatorias raramen-
te desvirtua el future funcienamicnte reproductivo. Los pro--
blemas pueden resultar si las hormonas son inyectadas con de-
masiada frecuencia,

3. Deteccién de estro y fertilizacién

Una vez logrado ¢l csquema de superovulacién, per cual--
quicra de las técnicas utilizadas, sc procede a la detecci6n-
del estro, en las comnecjas se hace a través de una apreciacién
visual de la vulwva, aquellas que presenten una coloracién ro-
ja y su aspecto edematoso, son consideradas hembras en celo,
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Posteriormente, sc¢ procede a la inseminacién artificial 6 al -
apareamiento natural. (96, é?, 106)

Drost, citado por Amstutz cn 1980, menciona que las condi
ciones creadas en el tracto genital femenino, por las hormonas
superovulaterias, reducen la viahilidad de lTas espermatozoos, -
especialmente en semen congelado. Por lo tanto se hace necesa-
rio utilizar grandes cantidades de scmen de alta calidad.

Maurer, citado por Daniel en 1978, reporta gue cada cone-
ja, deberf ser insceminada cen un rango de 1 a 20 x 106 de es5--
perpatoseides motiles, en un velfdnmen de 0.4 - 0.6 ml. (36)

De acuerde al punto anterior, Kennelly y Foote en 1965, -
inseminaron artificialmente a2 cada concja con 0.1 ml. de se---
men, contenicndo mids de 1 x 100 de cspermatozoos motiles, al -
misme tiempo que la L.H. es aplicada. {(60;

La fecundacién también pucde lograrse, por medio del apa-
reamiento natural de une 6 dos machos, copulando una 6 dos ve-
ces segnidas cada macho, Cualaniers e sen o1 métode ||ti1i;ﬁ:_\_~
do para fertilizar a 1a donadora, el scemental utilaizado deberi
tener una fertilidad comprobada, esto deterninado mediante el-
ndmerc de hijas por parte y ¢l nimero de montas realizadas.
97)

4. Sincronizacién de los ciclos estrales

Consultar pigina ndmere 10, punto 1.2.6

5. Recoleccibn de cembriencs

Posteriormente, se proccde a un sencillo método de recg--
leccidn de los cmbriones, en sus primeras fases de desarrollo.

La recuperacién de los embriones de las donadoras, ¢s ac-
tualmente un pequefo componente en los programas de transferen
cia de embriones. No obstante, esto c¢s probablementc la parte-
mbs interesante y excitante dJdel trabajo. Se necesita de gran -
atencidén a los detalles que la técnica requiera, para prevenir
dafie al tracto reproductor y para recuperar 6 recobrar el ma--
yor nidmero de embriones posibles. (102)
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Los métodos de recoleccibn, pueden ser los siguientes}
5 . - :

1 QuirGrgico
5.1.1 Con sacrificio de¢ la donadora
5.1.2 Sin sacrificio de la-“donadora

5.2 Nu Quirdrgico

5 . .
El método quirfGrgico para la recoleccién de¢ embriones --

en las

ria de

1.1 Con sacrificio de 1la donadora

concjas con sacrificio de la donadora, segln la mayo--
los autores, consiste en lo siguiente:

La coneja puede ser sacrificada por:

Dislocacidn del cucilo, (51, §6)

Sobre dosis de barbitdricos intravenosos.

El uso de 30 mg. de pentebarbital sédico, a través de-
una inyeccibn intravenosa ripida, da excelentes resul-
tados, (1, 2)

Inyeccién de 10 a 20 ¢. c. de aire en la vena marginal
de la orcja, para provecar una embelia pulmonar.

Una vez sacrificada, se procede a la remocién del apara-

to reproductor de lu donadora en su totalidad. (96)

5.

1.2 Sin sacrificio de la donadera

Algunos autores sugieren que pari la recoleccién de em--

briones

fectue

en las conejas, sin sacrificio de la donadora, se e--
bajo los siguientes esquemas:

Lavade del aparato veproductor y recoleccién de embrio
nes, emplcando cirugfa in situ (animal tranquilizado /
anestesiado). E!l porcentaje de recuperacién es del 40-
al 80 %, de cmbriones con respecto a los cuerpos hemo-
rrigicos y/o lutecos presontes. (96)

Escisién del tracto reproductor de la hembra donadora.
Efectuandose éste, ¥ el punto anterior a través de_una
anestesia quirdrgica. (51) N
Chang en 1950, menciona que las concjas con pentobarbi.

tal s6dico, a razon de 30 mg. /kg. de peso vivo. O -~-_
) .20



bién, inducir una anestesia quirdrgica por medio de la -
inyecci6bn de 1 ml. de pentobarbital sédico, de una solu-
cién de 50 mg./ml., aplicado rapidamente y posteriormen-
te en forma lenta 0.2 ml./min., hasta alcanzar ¢l plano-
de 1o anestesio guirdrgica. (31, 3o, 963
Una ve:z rcalizada la escisién del aparato reproductor, -
sc efectua ¢l lavade. El rcentaje de recuperacién 6 re
coleccibdn es de mbs Jdel 80 1; sin cmbargo, Rojas ct. al.
en 1978, citan mediante esta téenica porcentajes de recu

peracibn de TA.5 4 . (906

Para un mejor desarrollo de la cirugia, debe ¢l animal -
estar on ayuno previo <de 24 horas, afeitando y desinfectando-
la zona de operacibn., (963}

Adams en 1971, rcecomienda gue para facilitar su d}scg~--
cifén posterior, ¢l tracte reproductor deberd ser puesto sobre
un papel filtro. (1)

Log ovarios seo exominorfn pore cuantificar 1z prescncia
de cuerpes hemorr&gicos y/o lutcos (tanto para la remocién, -
escisidén y lavado in situ del tracto reproductor), y poste---

ricrmente los ovarios sc separarén del! resto del tracto (sole
cuando se¢ hace la remocibébn 6 la escisién). (78)

Tambiln sc procurarf la climinacién del tejide adipose -
circundante a les oviductos y ovarjos, y también la elimina--
cién de los ligamentos propios dJdel tracto (éste punto, es de-
mayor énfasis cuando se remueve el tracte), preparando a este
para su posterior lavado. El liquido 6 medio que se utilice,-
para el lavade, se inyectari a una presién suficiente para -
provocar una leve distensidén del tracto, arrastrando asi los-
embriones que pudiesen estar adeosados a su pared interna.

(7, 9, 51, 78, 97)

Este lavado, puede hacerse por dJdistintas vias 6 formas,-
dependiendo del lapso transcurrideo cntre el coito y la reco--
leccibén. (Ver cuadro 2) (78, 96)
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Cuadre 2. Tiempos aproximados, en los cuales
pueden ser cncontrados con regulari-
dad, estadios de implantacién y -

"blastocistos, en animales de iabora-

torie,
Dia del hallazgo
Animal 2 cel. 4 cel., 16 del. Blast. Implt.
Gato 3m 3t 4 5-6 13-14
Hurdn 3 3t 4-3 6-7 11-12
Mink 3 B S-6 6-7 Tardia
Conejo 2 2t 3m 3t 7
1/ Solc se mencionan, especies con ovulacién inducida.
27 El dfa 1, en estas especies es el primero 24 horas
después del coito.
3/ m= manana
t=. tarde . . o
Tomado parcialmente de Hafez en
1978.
vias de acceso a la regién abdominal baja.

Maurcr et. al., citado por Rojas et. al. en 1978, reco---

mienda

la entrada a la cavidad abdominal a través de una inci-

sidn en los flancos. O bién a través de una laparotomia medio

ventral

Vias de lavado del tracte reproductor.

De oviducto a la unién Gtero-tubidrica. Hasta las 65 ho-
Tas post-coito, en la coneja. (96)

Algunos autores recomiendan que para realizarse cl lava
do de oviducto a Gtero, se haga uso de un tubo de poli-
etileno de 30 cm. de largo, con una punta esmerijilada e-
insertada en la fimbria oviductal, para la inyeccibén -
del medio de lavado. Este tubo es sostenido por pinzas-
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de ropa en miniatura é por una linea de caucho de 4 --
cm. , que cubre el bocado de una pinza hemostética,
(36}

Con la misma finalidad, Naciff y Vertiz en 1986, en su
trabaje, hacen una inevacidn a cl método de Maurcr. Es
to a través de la inclusibén dentro del tubo de policti
leno, de un alma de acero (aguja del No. 22), con la -
finalidad de que al momento de aplicar las pinzas que-
sostienen ¢l tubo dentro de la fimbria, no se obstruya
la luz del tube, dificultando el paso de la solucibn -
del lavado. v

De unién ttero-tubfirica a1 oviducto.

Esta via solo sc¢ recomienda en ciertos casos de infer-
tilidad. Bl medio Jde lavado, es inyectado, dentro del-
tGtero cerca de l1a unién Grervo-tubfirica; mientras que -
un tubo de poelietileno es insertado dentro del infundi
bulo y sostcnido en su posicidn cun une piRkza ¥ Una ga
sa {figura 1). ({51, 926, 103}

Figura 1. Lavado del tracto a través
de la unién dtero-tubfirica
Hafez, 1978

- De cuernos uterinos 6 cavidad uterina a cervix.

La Tecoleccién de embriones se realiza insertando una-
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c4nula de vidrio dentro del thro, para recolectar los
lavados como lo muestra la figura 2, .(51, 52,:74,-78)

Figura.Zl. Recoleccién de blastocistos:
del Gtero. )
Hafez, 1978

- De cervix a cuernos 6 cavidad uterina. (96)

Adams c¢n i98u, menciona que los cmbriones de coneja, en-
tran nermalmente a el Gtero de 72 - 84 horas después de la --
monta 6 cruza. Siendo por ésto, que Rojas ect. al., en 1978, -
reconiendan estas vias € formas de lavado, a partir de las 86
horas post-coito, en la cencja.

De Ias formas & vias de lavado, sc sugiere, que el lava-
do, sca efectuado 2 veces, utilizando un medio para la reco--
leccibén y conservacidn de embriones, de acuerdo a 1la especie-
tratada. (34, 47, 78, 79)

Maurer, 1978; citado por Daniel en 1978, reporta que los
medios 6 soluciones de lavado, tales como: suero tratado con-
calor, Brinster BMOC-3, Mc. Coy Sa, Medioc 199, Ham F 10y ---
F 12; pucden ser utilizados como medios alternativos, para la

recoleccibn y crecimiento in vitro, de los embrloqes de cone-
a.

l_n

5.2 No Qulrﬁvglco
El método no quzrdrgzco, es el que més se utlllza actual
- 24



mentc en grandes especies, y €ste ha substituido por completo
al quirfrgico (en cspecics de laboratorio éste método solo se
trabaja a nivel experimental}. (103)

Moler c¢t. al. en 1979, menciona que la recoleccidén no --
auirfirgica, sc efectus sbtenicndo auceso al lumen uterino a -
través 6 por via vaginal § transcervicalmente, para cfectuar-
un lavado del érgano reproductor (dtero) in situ.

En 1la coneju, Yoshinaga ct. al., 1968; citado por Trejo-
en 1972, reportan que sce obtuvieron buenos resultados en la -
coleccibén de cmbricones, usande un aparato Jde instalacién per-
manente ideado por elles, practicando la recoleccién de 5 a 6
dias despuls del apurcamicnto.

£l método de Yoshinaga, se¢ basa en lo siguiente:

Se hacen lavados uterinos con soluciones que contengan -
10 % de suero sanguinee de coneja 6 0.1 $ de albdmina bovina,
cn una solucidén salina fisiolégica a una temperatura de 35 a-
370

El aparato usade consiste ¢n una bolsa de 2.5 por 3 cm.,
que tiene colocado en su base un tubo de salida de 20 a 30 cm.
de longitud con un didmetro interno de 1 mm., v el externo de
2 mm., ¢l tubo es colocado en la vagina y se adapta un tapbn-

4

n ¢l dtrcro escape por -

-
)

)
[£]

para evitar que el 1{quide que ¢:
aquella. Son introducides 200 ml. de la sclucién de lavado a-

v’

través de la vaginu, por medio dJde una jeringa, produciendo --
compresiones y aspiraciones, al mismo tiempo que se da un ma-
saje externo en la pared abdominal, .
Los animales son semianestesiados con éter y se fijan a-
la mesa de disecciones, con la finalidad de efectuar el lava-':
do' '. .’ N
Las conejas sc¢ lavardn, a los 3 vy 6 dias post-cqitp; a--
plicando, después de cada lavade 100 000.U.I. de pcgicilina;-
en el interior del Gtero. (108) ; I



6. Identificacibén cmbrionaria

Una vez obtenido é1 6 los lavades del tracto reproductor
de 1la donadora, se procede a la idpntificucién dc los cmbrio-
nes. La blisqueda deberid hacerse Z veces, por una persona con-

experiencia, una terc

scri hecha por otra persona,
antes de desechar el lavado.
El lavado utcrine ¢ wublirico 6 de smbos, puede ser reci-
bido en tubos de cnsaye pars centrifuga, graduados y con capa
T

cidad de 50 ml. 6 bien en probetas

b

ga
aduadas cilfndricas 6 cb
nicas, & bilen directamente en cajas Jde Petri, platos de Can- -
bridge 6 vidrioes de reloj.

Cuando se usan tos tubes & las prebetas, éstas se dejan-
reposar Jde 30 a 00 minutos, para que los embriones per su pe-
50 evspecifico, mayor que el del medio, precipiten hacia el --
fondo de e¢stas.,

Cuando ol medio es muy viscoso 6 s¢ tieng alta cantidad-

¥
Je fibrinn 1a nrocinitaridn oo P G5 GO S
i L1brina, Bl M el LaLIva s PR I SR w CH Lo sd
L&)

SCos
rio provecar ligeras vibraciones en el recipicente para acele-
rarla. (78)

s¢ redailza a temperatura --

ambiente 6 a 37°C, y al terminar esta, se sifonca 6 se decan-
ta todo el medio, excepto los 20 - 200 ml, del fondo 6 se cb-
tienen los 50 ml. del fonde de las probetas cfnicas a través-
de una manguera de hule. El medio que restuy en el fondo de --
las probetas, sc¢ coloca en una 6 varias cuwjas de Petri de 100
6 200 ml., cuadriculadas en divisiones de un centimetro cua--
drado, 6 bien cn platos de Cambridge de 20 ml., para ser pos-
teriormente observados al microscopio estercoscbpico a 15 au-
mentos 6 bien cen un aumento de 45 a 75 X. (31, 78, 87)

La caracteristica mfs importante en la localizacién de -~
los embriones, es una cubicrta transparentce que les rodea, y-
que es refrigente, ademds que les facilita 6 permite rodar en
el fondo del recipiente que ios contenga. Esta cubierta de as
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pecto hialine, formada por mucopolisacaridos es la llamada zo
na pelficida. Dentro de las funciones m&s importantes de ésta,
tenemos: ’ o
- Evitar la poliespermia
Permitir la compactacién Jde les blastémeros ca desarre
1lo. )
- impedir el ingreso de leoucocitos al interior dél'cm—--
brién. ' N '
- Proteger de traumatismeos a1l embrién durante su descen-
30 por lu regifn tubfirica. ]
- Impedir la implantacibén del embrién cn regiones extra-
uterinas.
Evitar la quimerizacidén (agregacién), con otros cmbrio
nes, on aninales de ovulacidn miltiple.
- Mantener la osmolaridad del cmbridn.
Rottman et. al.; citados por Nieto en 1984, demostraron-

dey TV a emra o
o tena pe

(4]

.
CGh uC

n o

la importancia de ¥a dintagrid:

v

sirrollo embrionario, y3d que observaron un mayor poreentaj
o E

e
de implantacidén Jde embrionces de ratdn y concjo, liberades por

estis especies arrificialmente. (E7)

Otra caracteristica particular del! embridén de conejo, es
la presencia, en la parte externa de la zona pelfcida, de una
capa de mucinpa, siende esta adquirida durante su travecto por
el oviducto. Estua va a favorecer ¢l trabuajo de identificacién,
ya que es refringente a la lur y le da mayes tanmano. (51)

Kennelly y Feoote en 1665, menclonan que cuando las célu-
las de la granulosa interfieren con la leocalizacién y conteo-
de los embriones, se pueden afiadivr 75 U.S.P. (unidades) de -~
hialuronidasa a los lavades. (51, ©0)

En condiciones prdcticas, serfa muy tardado examinar to-
do ¢l medio ebtenido por el 6 los lavados, lo que se puede --
evitar colocande un filtryo milipore de 50 UM, en la salida de
la manguera del sifén. Con éstc método la localizacibén de em-
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briones de una donadora, se puede hacer en 10 minutos, contra
45 a 90 minutos que se requicren, si no se usa el filtro. (78,
93) La desventaja de €ste método es que el filtro se tapa con
moco 6 sangre. Para €éste caso se sugiere el uso de un filtro-
i"lankton 6 Nylon de SO a 75 UM, que retience los cmbriones y -
piczas grandes de moco, permitiendo pasar particulas pequeias
¥ Lcldldo sanguinecas; Nicto en 1984, reporta gue el didmetro-
del embridén de concja es de 1206 - 130 micras. (78, 87)

El material wsado, deberd csta sterilizade y siliconi-
zadoe, & mencs gque ¢l medic de recel Lcién contenga suero & --
protefna sérica al 1 ¢, evitande as{ la adhesidn de los em---
briones a las parcdes de vidrio de los recipientes. (§6)

Al identificar el 6 les embriones, cstos se trasladazén-
con una pipeta Pasteur, de la caja de Petri general (de reci-
bo), @ una particular {(aislamiente), cen medio estéril fresco
v oenriquecido; permaneciendoe ah{ hasta la transferencia 6 con
gelagién, kn Cste momento cl embridn es clasificado tentativa

WL [

oy

monte como transferible

7. Evaluacién embrionaria.

Una vez lecalizados los embriones, sc procede a la eva--
luacién de su viabilidad. Esta evaluacibn se pucde lograr por
diversos métodos & criterios, tales como:

- Desarrollo in vitro.

- Desarrollo in vivo.

- Criterio bioquimicos

Consumo dec glucosa

Consumo de oxfigeno

Consumo de aminefcidos

Actividad enzimftica

beteccién del factor de gcstacién temprana (E.P.F.)
(Proteiha con peso y estructura molecular méltiple)

- Tinciones ] -

a) Fluorescentes. Schilling et. al., citados por Hafez,
28



en 1981, mencionan que las tincionces fluorescentes pue-
den ser una ayuda suplementaria, para la evaluacibn mi-
croscépica de los cmbriones. :

Los métodos fluorescentes pueden ser una particular ven
taja para la cvaluacién de embrioncs congelados ¥ des--
congelados: ya que permiten una preseleccibn de embrio-
nes viables para la congelacién, ademis de una ripida y

exacta deterninacién Je las Jegeneraciones eon los em--~-

briones, despuls del descongelado.

b) D-aceto orceina 1 3 & hematoxilina. Con estos pro
cedimientes de tincifén e pozibic determinar el ndmero-
de ndcleos, en cada cmbribn.

La prescacia de micicos indica que la fijacién 6 anida-
cién in vitro, ocurrid. Siendo mds simple esta téenica,
que la de fragmentacidn de citoplasma. {(36)
- Andlisis cinematogrifico.
- Morfametria v ultraestructura
- Aberraciones cromosémica
- Eclosién del blastocisto in vitro
Andlisis morfolbgico cmbricnaric, por medioc de esterco-
wicroscepfa (10 - S0 X). (el, 87)
ks de impertanc:a saber ¢! rango de desarrollo en que se-
encuentra ¢l embrién, ya que algunos aspectos morfolégicos son
importantes para determinar su futura viabllidad. (98) Schi---
lling ect. al.; citados por Hafez en 1981, reportan que las téc
nicas microscdplicas ticnen la ventaja, de poderse efectuar en-
cl mismo sitio de la recuperacibén § recoleccién de los embrio-
nes, y as{ inmediatamente poder transferir. Segln estos auto--
res hay que tomar en cuenta 2 c¢riterieos morfolégicos, para la-
evaluiacién de la viabitidad embrionaria, cstos micrascépicameﬁ
te son:
- Apariencia de degeneracién y desorganizacién
- Retardo del desarrello de los tejidos embrionarioes. (53)
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0tros puntos a considerar, cn la cvaluaci@n embrionaria,

por medio dc’csterecmicroscopia son: 'v_"'{' :
- No. de células (blastbmeros). '
- Compactacibn celular.

- Forma dJdei cmbridn (regularidad y es[éricigdd);"

- Tamafio embrionario. '

- Color y homogeneidad del citoplasma.

- Presencia de vesfculas 6 de blastémeros extruidos.

- Espacio perivitelino ocupade per ¢l embrién.

- Estadio de desarrollo del embrién, eon relacibn a la -
cdad embrionaria. Sanchez en 1586, menciona que esta -
evaluacién, aunado a su morfologfa determina, que em--
brioncs pucden transferirse y cuales no, de acuerdo a-
sus posibilidades de implantacibn.

- Regularidad de la zeona peldceida (ausencia de fisuras).

= Presencia de desechos cclulares.

fra me  en ans
{i4, 78, &7, 53
Existen vartas clasificaciones, para poder evaluar los -

cmbriones obtenides, estas sc van a basar en aspectos morfolé
gicos del embridn. Algunas Jde i1as mis importantes son:

Linder y Wright en 1983, proponen la siguiente clasifica
cién, con resnecte a la pvaluscién morfoléeica del embrién vy

que ha sido adoptada como pntron internacional,

Clasificacidén Caracteristicas

Excelente El embrién ideal, esférico, simétri-
co, ¢on células de tamajio, color y -
textura uniforme.

RBueno Imperfecciones ligeras, como pocos -
blastémeros alargados, forma irregu-
lar, con pocas vesfculas.

Regular : Problemas definidos, pero severos, -
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Continua...

Malo

Problemas severos, AUMCTroS0S blusté-
meros alargados, células degeneradas
y de varios tamafies, gran cantidad -
de vesiculas, pero la masa cclular -
ticne una apariencia viable,

A pesar de la clasificacién descrita en ¢l cuadro ante--

rior, Gustafsson.cn 1985, menciona que la ¢lasificacién del -

¢stadie de desarrollo del embrién, debe ser hecha al siguicen-

te criterio:

Blastocisto:

Morula

stadies

tempranos

con un plastocele visible.
con wis de 16 blastbémeros, pero -
un blastoceie visible.

iones aue contengan de 2 a1 16 blasté---

A partir de este, el autor proponc la siguicente clasifi-

caci6n morfolégica:

S Lo .o
Liaslirlcdyron

Caracter{sticas

Embricnes normales

Embriones con clara diferencia-
cifén entre las cflulas trofo---
blasticas y las células embrio-
blasticas, y con un distingui--
ble blastocele; embriones sin -
un blastocecle visible, pero con
una aprepiada tensizﬁ 6 estre--
chez de la superficiec de 1da ma-
sa de células. No habra células
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Continua...

extruidas: 6 libres.

Embriones morfolé- : s

gicamcntc desvia--

das (Mb ) “f*cs son cmbricncs; en los cua-
les 1la superficiec de la masa de-
células muestra varios grados de
irregularidades 'y la mayorfa de-
las células periféricas no mues-
tran una buena interrelacién to-
pogrfifica; son cmbriones con cé-
Iulas y detritus celulares en el
espacio perivitelino.

Embrionés dcgcnera-

dos (D) Son ombriones con signos severos
de degencracién celular: embrio-

]

£ con blastémeros extruidos y-
2t L dos )

de difchuL tamaios.

Con eoxcepecibn del anflisis morfolégico, los nftodos para-
1a evaluacibn de 1a viabilidad embrionaria, anteriormente ci--
tados, revisten serias limitaciones, en cuanto al ticmpo, cos-
to ¥y equipo para poderse llevar a cabo. (87)

Shea, citade por Nieto en 1984, menciona que si se pudie-
ra relacionar la morfologf{a embrionaria, con la calidad de eg-
tos; se conscguirfan mayoeres porcentajes de prefiez.

S$in embargo hay que hacer notar que la morfologia del em-
brién, nos da una idea global, pero no especifica sobre su vig
bilidad. (87)

Por otro lade, Greve en 1980, menciona que a pesar.de ob-
tener embriones viables y con un desarrollo aparcentemente. nor
mal, estos pueden poscer defectos detectables solo por estu---
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dios de microscopia electrénica de transmisién.

Sin cmbayge, Rojas et. al., en 1978, mencionan que se¢ ha-
visto, que embriones de morfologia atipica puecden llegar a dar
crias normales. Y es por e¢sto que a pesar de existir los éri--
terios morfolbgicos suficientes, para descchar embriones, algu
nos autores aconsejan utilizar todes los cmbriones recolecta--
dos, {66, 90)

~

Figura 3. Representacién esquemitica
de un blasteocisto de conejo.

1/-Blastoccele . 5/ Zona pel@cida

2/ Cel. trofoblasticas 6/ Capa de mucina

3/. Acumulo de células 7/ Espacio perivitelino
embrioblasticas 8§/ Cucrpos polares

i/ Membrana vitelina
Hafez, 1978,
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8. Almaccnamiento y conscrvaciédn embrionaria.

Si la decisifn fué la de ser transferido posteriormente,
kos embriones debido a su fragilidad y a su poca resistencia-
a los cambios fisicos v/o quimicos, deben de ser alojados en-
un 1fquido, que asemecie mucho al flufdo natural del tracto ré
productor de la hembra.

Foote v Onuma en 1970; citados por Astiacarén ct. al., -
en 1985, mencionan que el nedio empleado para la recoleccién,
estancia y transferencia de embriones, ¢s de suma importan---
cia, u la vez yue consideran que un medio Sptimo no debe de -
modificar la viabilidad de estos, durante su permancncia fue-
ra del ambiente materno-uterine. A su vez Bates en 1585, rati
fica, que la secleccibn del medio vy las condiciones 6ptimas de
estuancin, son importantes para la premecién de un seguro cre-
cimiento cmbrionario. (13, 18, 52, 78}

Cualquiera que seus ¢l medio a utilizar, debe este mante -
ner una calidad constante, en cuanto a constituyentes especi-
ficos, asi como a factores dependicontes de este: -
~ Temperatura; de 37 a 38°C
- pH: de 7 a 7.2

~

- Osmolaridad: la osmolaridad 6ptima para el cultivo de-
embriones de conejo, c¢s de 270 mGsm, (36, 97)

- Porcentaje de sucro sanguinco homblogo 6 heterblogo, -
termo inactivado (56°C por 30 min.)}, utilizado en adi-
cibén al medio espec{ficeo. lLos requerimientos proteicos
mis comunmente utilizados para el cultivo dc embriones
son la zalblmina sérica bovina y el suero sanguinco ho-
mélogo 6 heter6logo de la especie tratada. El suero es
una mezcla compleja de muchos compuestos, los cuales -
se encuentran atn pobremente caracterizados, ademﬁs de
que las concentraciones de algunos dc sus componentes-
varian enormenente entre las diversas fracciones del -
mismo.
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Una de las principales funciones del suerc, es la de -
proveer cierto tipo de hormonas, asf como sities pro--
teicos de unién, los cuales reconocen tanto a vitami--
nas, lfpidos y algunas hormonas. Estos sitios puden es
tabilizar y modular Ja accidén de ciertas substancias -
a las cuales se unen, y en algunos casos pueden ademis
actuar desintoxicando el medio captande jiones metfili--
cos. El sucre es indispensablie para el crecimiento de-
los embriones del estadio de bldstula al de blastocis-
to.
Yoshinaga et. al., cn 1968; citados por Trejo en 1872,
utilizarén como medie de recoleccién de embriones en -
la conecja, 0.1 % de albitimina s€érica bovina en una solu
(35 a 37°C) 6 10 % de suero homélogo
en solucidn salina igualmente.

cién salina tibia

Romero et. al., en 1983, mencionan que algunos autores
usan diferentes concentraciones de sucro sanguineo ter
mo inactivade, una para cl lavade uterino (recolec----
cién) y otra para la conscrvaci6n de cmbriones; esto -
con la finatidad de enviquecer el medio de recoleccibn
y conservacién.

Las concentraciones Jde suero son:

a) Para recoleccibén: del 2 al 10 %.

b} Para conservacién: del 25 §.

Ademis, estos autores mencionan que los cmbriones de -
coneja, pueden ser conservados a 10°C en sueroc homflo-
go inactivado. Este dltimo punto es ratificado por ---
Chang, 1948; citado por Trejo en 1972.

El suero sangufinco de algunas especies, a ecxcepcién de
el cerdo, contienen un factor letal para los embriones
de coneja, afectandolos después de una exposicidén de -
10 minutos; pero al calentar el suero a 56°C por 30 mi
nutos, se destruye este factor. (10, 36, 97, 108)
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Esterilidad )

Atmésfera. Maurcr, 1978; citados por Daniel en 1978, -
menciona que para el cultivo de embriones de coneja,. -
el uso de una atmésfera de 5 % de €O, es adecuada, pa-
ra el cultivo de embriones de 2 a 4 células hasta el -
cstadio de blastocisto libre.

Toxicidad deol medio.

Exposicibdn preolongada a la luz seolar. (36, 96, 97, 108)
Presencia de nutrientes. Los embriones de coneja, para
su desarrelleo » censervacién in vitro, han demostrado-

un reqguerimicento especifico para aminofdcidos y vitami-
nas, ademds de ser afectados por los cambies en la pre
sién osmbérica ¥y atmostférica. Cigotos y embriones de 2-
a 4 céliulas, no sc desarrollan al estadio de blugcocii
to, sin metionina, y han tenido un desarrollo reducido
cuando 1a tirosina, <isteina, serina y treonina estén-
ausentes. Maurer, 1978; citado por Daniel en 1978, men
ciona que la remocibn de vitaminas de un medio defini-
do, resulta en una disminucién del porcentaje de cigo-
tos v de cembriones en estadio temprano de implantacién
a un desarrelle inmediato supericr, durante €l cultivo.
Ademis, esteos auteres mencionan, que el desarrolleo de-
los embriones de concja ne rcquieren de glucosa & piru

.

vate. Mis sin cmbargo, Arregu en 1985, menciona que-
3

dentro de los requerimientos cnergéticos para los em--
briones de rata, s¢ cncuentran el piruvato de sédio y-
el lactato de s6dio los cuales son indispensables para
¢l metabolismo del ombrién en los estadios de 1 a 4 cé
lulas. Por otra parte, tanto la glucosa como el oxaloa
cetato han sido identificadas de igual manera, como --
fuentes cnergéticas importantes, siendo la primera in-
dispensable para el crecimiento y cclosién del estadio
de blastocisto. (10, 36)
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Los medios @ soluciones de lavado que pueden ser utiliza
dos como medios alternatives para el crecimiente in vitro de-
los embriones de coneja, pucden ser:

- Suecro tratado por & con calor

- Brinster BMOC-3

- Mc. Coy 5a

- Medio 199

~ Mam F 10 y F 12

- Medio Whittingham

- Mcdio de Eagle

Los medios anteriores poseen un composicién ‘salina muy se
mejante entre si, por lo que han sido utilizados casi de mang—
ra indistinta para el cultiveo de embriones de diferentes espe-
cies. ( 10, 30 '

Por otro lado, Adams en 1971, utiliz6é para sus lavados -
oviductos y ttero de cencjas, una solucibén de cloruro de -

de

s6dio al 0.9 %, con un vollGmen por lavado de 2 2 10 mi. de ia
sulucién por scccién. Esta solucibén, debe teoner un pit de 7.
(1, 97)

Whittingham, 1971; citade por Astiazardn et. al., en ---
1985, reporta que a partir de 1971, la solucién salina de Dul
becce (P.B.S.), enriquecida con pilucoesa, piruveio de sédio, -
antibidticoes y suero, se hn venido usando cusi de manera uni-
versal como medie {liquido), de recoleccién y transfercncia -
de embriones en los animales domésticos. Para especies de la-
boratorio Cliva en 1986, utilizé una solucién de fosfatos de-
Dulbecco estéril, suplementada con glucesa (1 gr./1t.), piru-
vato de sédio (28 gr./lt.), penicilina (100 U.I.) y suero ho-
mélogo (20 §).

$in embargo, en nuestro pais, ecsta solucién presenta los
inconvenientes de su elevado precio y dificil adquisiCiQn.

Astiazarfn et. al., en 1985, tomandoe en consideracién lo
anterior, concluyé en su trabajo, que la solucibén Hartman btg
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de ser utilizada como medio alternativo a la soluci6n P.B.S.,
para la colecta y transferencia de cmbriones, siempre y cuan-
Jo s¢ encuentre convenientemente suplementada.

Recientemente, se le ha venido utilizande con éxito, la-
solucibén Hartman como medio de colecta de embriones de dife--
rentes especies domésticas. {51, 88)

Dentro del medico de conservacidn vy cultivo, e¢s factible-
¢l mantener viable poer un corto periodo de ticmpo los embrig-
nes. Estes pucden sey mantenides a temperatura ambiente (15 a
25°C), entre la coleccién yv la transferencia.

izl almacenamiento de embricnes o una temperatura de G a-~
106°C & el almacenamiento cn rerrigeracién, deticene parcialmen

te ¢l desarrolle embrionario, hasxta que c¢llos de nuevo son re

calentades a 37°C. Los rangos Jde¢ preficz <on embriones almace-
nados de ¢sta manera por un dia & dos, son reducidos ocasio--
nalmente. {73, 103)

lLos embriones, sl sc¢ regulriese pueden ser almacenados -
per largc tiempe, congelados a una temperatura de -196°C (ni-
trégeno liquide), utilizando dimetil sulfoxido como ¢rioprg--
tector, segin lo reportan Shea y (0llis en 1977.

O bien, glicerel, cumpliendo la misma funcién. (70, 85,-
92, 1035}

Sin embargo, algunos auzeres ceme Averill et. al., en --
1956 y Maurer en 18785 citados por Oliva eon 1986, mencionan -
que la viabilidad de los embrienes disminuye mucho, cuando és
tos se almacenun a bajas temperaturas., Pereo este mismo autor,
menciona que éste método posce acualmente més ventajas sobre-
la refrigeracién come son: '

a, Las células congeladas no pueden sufrir alteraciones-
genéticas, ni cstan expuestas u la contaminacién bacteriana.

b. Se pueden transportar en forma barata y répida embrio
nes de animales valiosos a larga distancia y lugares poco ---

accesibles, minimizando el riesgo de introducir enfermedades-
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y e¢liminando la necesidad de hacer cuarcntenas.

c. Con 1la congelacién s¢ pueden almacenar embriones has-
ta que las pruebas dc progenic esten disponibles.

Pere la gran desventajia que ticne este método, es que --
adn con las mejores téecnicas disponibles, sc ebtienc solamen-
te de un 30 a un 50 % de gestaciones comparando # cuando no -
sc¢ congela, aunado al altec costo que tiene el cquipo que se -
requicre para la congelacifn de embricnes. Pero a pesar de --
las pérdidas, la congelacién ¢

a veces usada comercialmente,
cuando no hay receptoras disponibles, stendo esto una gran --
ventaja, ya que los cabricnes congelados son los que csperan-
a la receptora. Iste almacenamiento a largo plazo, es también
conocido como preservacidn in vitre. (70, 73, 8§, 103)

Otra forma de conservar y almacenar los embriones, es --
cuando estes son alejados eon ¢l oviducto y/6 (tero ligado de-
las donaderas ¢ bien en cviductos ligados de una hemhra de --
otra especic. BEste almicenamicenta y transporte biolégi;o, cs-
también conocido como preservacién in vivo.

Desde hace 30 airos, un grupe de cientificos de Carbridge,
fueron los primeres en demostrar que los embriones de oveja,-
s¢ desarrollan normalmente cn los oviductos de conejas pscudg
prefaadas 6 en estro. Desde entonces se ha Jdemostrado que los-
embriones no solo Jde oveja, sino de muchas especics come: Ta-
tén, liebre, bovino, cerdeo, caballo, mono y cabra; pueden de-
sarrollarse en les oviductos de conejas. (23, 73, 88, 105)

Seidel Jr., en 1981, menciona que los cmbriones conti---
nuan su desarrollo nermalmente, cuando son almaccnados en el-
oviducto de una coneja viva por 2 a 4 dias. Ademis reporta, -
que los porcentajes de prefiez obtenidos por esta técnica, fue
ron altos. Boland cn 1984, no solo obtuvo porcentajes de ges-
tacién dentro del rango normal, si no que en ocasiones se ©ob-
tuvieron porcentajes mfis altos, después de un perfodo de alo-
jamiento lfmite (2 a 3 dias) en el oviducto de la coneja. Es-
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tos porcentajes mis clevados de gestacibén, pareccen deberse al
resultado de una sclcgcxén mis intensiva de los embriones, al
momento de la Lransfcrcnc1a, ademds de alguna substancia ad--
quirida durante ¢l almacenamiento en el oviducto. Ademis men-
ciona que pucden cxistir algunas pérdidas de los embriones --
(15-30 %), en el oviducto, y quec no todos los embriones pue--
den haberse desarrollade ¢n ¢l rango nermal.

Otros usoas adicionales de los oviductos de coneja son:

a) Il oviducto, pucde ser usade como posible medio de --
cultivo, para cl almacenamiento a corto plazo de cfipsulas de-
agar conteniendo embriones micromanipulados,

b) Hay unos reportes, acerca del uso de la coneja en re-
lacibn a la fertilizucidén de ovecitos de especies domésticas.
Esto ¢s, que ¢l coviducto de coneja ha sido usado como sitio -
¢xbyeno de fertilizacidn, (23, 103)

.o expuesto unteriormente, tiene como finalidad el alma-
cenamiento y transporte 6 bLien el logro de un grado de desa--
rrolio éptimo del cmbridn. )

Este punto ¢s importante, va que durante los programas -
de transferenciu, es frecuente obtener embriones que no sc en
cuentran en ¢! e¢stadio apropiade para ser tr1n>fer1dos, sin -
embargo, si estos se colocan en un medio de cultivo adecuada,
¢s posible que alcancen dicha ctapa para poder ser aprovecha-
dos. Oliva en 1986, ratifica el punto anterior, mencionando -
que ¢l Jdesarrollo de métodos de almaccenamiento de embriones, -
es un requerimiento primario antes de que la técnica de trang
ferencia embrionaria sea aplicada, ya que elimina la necesi--
dad de transferir los embriones inmediatamente y de tener --=--
gran nmero de receptoras cn sincronia ¢l mismo dia de la re-
coleccibn. (78, B88)

9. Transferencia embrionaria

Para ser transferides 6 sucederse la 1novulac16n, se pue
den utilizar métodos simples para la 1ntroducc16n del emhrlén
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dentro de la hembra recceptora, que se encuentra en sincronfa
estral con la donadora, teniendosc en consideracién 1la capa-
cidad uterina de la hembra; esta Gltima, se ve afectada por-
factores genéticos y por la cdad de la hembra.
R S

Hafez, 1974: citado por Rojas et. al,, en 1978, en un -
estudio realizado en concjos’, transfiridéd un gran nGmero de -
embriones en los cuernos uterinos {en uno 6 en ambos), encon
trando quc un cucrno uterino Jde coneja e¢s capaz de desarrg--
llar como miximo 8 fetos viables.

Por ¢l contrarioc Adams, 1970; citado por Rojas et. al.,
cen 1978, demostré » concluyé que son necesarios a lo menos -

in del cuerpo liteo, .que-

Z cmbiivnes, para evitar la regre
ocurre en la cencja aproximadamente ¢l dfa 17 después del --
coito. Asf como considerar el sitio de la transferencia, eon-
relacidn con la ctapa de desarrollo del embrién (al oviducto
6 al Gtero}. (19, 896, 113)

La utilizacién de un lugar de transferencia situado a -
poca distancia d¢ 1ua posicién normoel de desarrollo de un em-
brién, al momento de sucederse esta, se traduce como un por-
centaje mis clevado de concepcién: ratificando este punto,
Prado ct. al., cn 1985, en su trabajo concluyerén, que hay -
un efecto benéfico potencial al transferir al embrién lo més
cercano posible a la punta del! cuerno uterino. (91, 113)

Existen busicamente 2 métodos para lograr la transferen
cia Jde embriones:

9.1 Quirdirgico: de las vias de acceso quirdrgico, para-
la realizacién de la transferencia, sc sugieren 2 técnicas:

9.1.1 Anecstesia general, seguida de una cirugia en-
la lfnea medio ventral del abdomen.

9.1.2 Anestesia general, seguida de una incisién en
un flanco (fosa paralumbar); aunque también -
pueden ser efectuadas a través de una inci---
sién bilateral de los flancos. (96)
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Posteriormentc, de haber efectuado 1a laparotomia, s¢ -
cxtcriorisarﬁ el tracteo reproductor.(cuerno 6 cucrnoé uteri-
nos), para que a través de una puncién de la pared uterina,-
s¢ haga la deposicién del embribén en la luz.

La puncidn de¢ ia pared uterina, puede ser efectuada por
medio de una tijera fina 6 una aguja de punta roma. Si exis-
ticse pérdida excesiva de sangre, a efecte de la puncién, --
puede hacerse ull punto a nivel de serosa uterina.

También la pared uterina, pucde ser atravesada dirccté-
mente con una pipeta Fasteur con punta on bisel. (31, 96)

Otra forma de deposicién embrionaria, a2sociade a ciru--
gia, es por la canulacién de las trempas de falopio u oviduc
tos. Embriones de 65 horas de cdad 6 menores pueden ser ----
transferidos a los cviductos. (99)

Dentro de los cuidados que deben tenerse al llevar a ca

ta ¢l voltmen del medio

medio debe ser muy pequeiio

inyectar aire ¢n ¢l lumen del oviducto 6 Gtero. (3

9.2 No Quirdrgico: con deposicibn del embrién cn el ---
cuerne ipsilateral al 6 los cuerpos luteos presentes, tenien
do cuidado de prevenir la introduccidén de microrganismos, ya
que el ambiente endocrino que priva en el Gtero, es dominado
por la influencia de progestecrona. (49)

9.2.1 Por via transcervical: este método es similar
al de 1a inseminacién artificial. Moler et. -
al., 1979, reportan en su trabajo con ratones,
que los embrioncs recolectados fueron puestos
en un tubo capilar modificado y transferidos-
a través del cervix dentro de cada cuerno ute
Tino de una Tatona sin anestesiar. Un espécgj
lo de vidrio fué usado para facilitar la loca
lizacién del cervix. (78, 80)
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Rowe en 1979, comparé los porcentajes de gestacién en--
tre las dos formas de transferencia cmbrionaria, cncontrando
lo siguiente: ) '

- Cuando los cmbriones eran transferidos quirﬁrgicamcﬁ-

$

te, los porcentajes de gestacién fuerci de 71 a 77 §.
-~ Cuando la transferencia fué hecha por via no quirdrgi

ca, los porcentajes de pestacién fueron del 36 %.

9.3 Transferencia embrionaria transabdominal: otro méto
do por el cual pucde lograrse la transferencia cmbrionaria,-
¢s a través del uso del laparatoscopie, haciendo deposicién-
del embridén en ta lu:z urerina, dentro del primer tercio del-
cuerno ipsilateral al cuerpo lItiteo.

Schicwe et. al., en 1984, reconoce a la laparatoscopfia,
como un procedimiento guirdrgico menor ¥ que posce un papel-
releviante cn la investigacidén bionédica.

£l acceso directo a el dtero de la hembra, para la co--
leccién y transferencia embrionaria, clasicamente ha sido --
efectuado a través de una laparatom{a; aunque repetidas lapa
ratomias y el mancjo excesivo del tracto reproductor, pucden
traumatizar los tejidos ¢ incrementar la incidencia de adhe-
rencias abdominales, disminuvendo asi ¢l potencial de uso y-
longevidad de las recepteoras. Es por esto que la laparosco--
pia debido a: su naturaleza intrusiva menor, sitio de inci--
sién ¢ incidencis de infecciones bacterianes pequehas é6 meno
res, menor deshidratacidn tisular y escasa formacidén de adhe
rencias, puede plantearse como unc de los métodos alternati-
vos, para conseguir la transferencia embrionaria. (51, 100)

10. Evaluacién de la tranferencia.

Esperando un tiempo prudente, s¢ hace la evaluacibn del
éxito de la transferencia, realizando el diagnéstico de pre-
fiez. En conejas esto se logra al palpar a las receptoras el-
dia 18 de la gestacién, para detectar el desarrollo de los -

embriones. (96, 97)
43



A pesar de que los principios generales de la transfe-~
rcncia cmbrionaria son los mismos para todas las especies ma
miferas, cada especie tiene sus propias diferencias, que 'sgo-
lo ecstudios persistentes podr4n descubrir. (54)
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OBJETIVOS

1. La elaboracién de este trabajo, tienc como finalidad
el plantcar, desarrollar, evaluar y promover un modelo experi
mental de instrumentacién y comprobacién bioclégica del método
mis préictico y econbmico dc 1a transferencia de embriones a -
nivel de préctica de laboratorio, de la asignatura de Repro--
duccién Animal ¢ Inseminucién Artificial, en las instalacio--
nes Je la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlén, de la -
U.N.AWM.. Tenicende como contexte principal, el proporcionar -
un entrenamiento tedrico-précticoe (con mavor énfasis cn lo --
prictico), a los miembros del departamentc de reproducciédn --
animal ¢ insceminacién artificial y a los futures médicos vete
rinarios que cursan esta asignatura; haciendo presentaciones-
demostrativas del modelo experimental (con la intervencibn --
acadfmico-alumnos). Ya que es importante, que dentro de ia --
formacidn profesional se incluya la Jdifusién y ensefianza de -
los métodos y procedimientos, veterinarios y zonotécnicos més-
modernos y funcionales, como le cs la transfercencia de embrio
nes.

2. Que ecstc modelo planteado, pueda ser utilizado en fu
turos estndios y experimentos de fecundacibn, conservacién y-
transferencia de embriones, estudios de superovulacibn y eva-
luacién de ovocitos, estudios de sistemas de cultivo, creci--
miento y procesos de diferenciacién embrionaria; cuyos resqlf
tados pudiesen extrapolarse & compararse, a los de otras espe
cies domésticas productivas.
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"MATERIAL. Y - METODOS

Este trabajdnse realizo en las instalaciones del. lhBoré-
toric dec Reproduccién Animal e Inseminacién Artificial de la-
Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn,- parn lo cual se -
utilizo el siguiente material:

Animales.

concjas

™t

conejos g

L.as conejas que se utilizaron, una de-ellas fué de color
bilanco y la otra de color negro. Esto con la finalidad de ---
hacer los resultados mis evidentes. Por. ejemplo: crias blan--
cas nacidas de una hembra negra. Estas tuvieren un peso pro--
medio de 2.3 a 3.5 kg., ¥y con los requisitos referidos en la-
introduccibdn para donadoras y recceptoras.

Leos machos fueron de una ferrilidad probada, de color --
blanco y con un peso promedio de 3.5 2 4 kg :

Alimento.

Se usc un promedic de 230 gr. de alimento balanceado co-
mercial al 17 % de protefna, por coneja al dia. Y se suminis-
tro agua “ad Iibitum”.

Durante la gestacién y lactancia, la dieta habitual de -
las concjas se suplemento con zanahorias.

Alojamiento. 7 .

Las conejas se alojaron en una jaula para conejos doble,
esta COnto con sus respectivos bebederos, comederos y charo--
las. A temperatura y luz ambiental.

Los machos se mantuvieron en jaulas 1nd1v1dua1es, bajo -

las condiciones imperantes en el fArea del modulo de,cunlculfr

tura en la F.E.S.- C.
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Material de cirugfa.

1

NN

b

[SP I S J N J <4

1O R ke e ke 1

o 2

2

P

4

cuchiile de necropsias

mangos de bisturf{ del numero 4

hojas de bisturi del ndmero 20 6 22

pinzas de mosquito (2 rectas Yy 2 curvas)

pinzas de hemostasis Mavo (2 rectas y 2 curﬁas)

pinzas para fijar campos opceratories .

tijeras de punta roma {1 Tecta y 1 curva}

tijera Metzenbauer )

pinzas de diseccién (1 recta y 1 con diente de ratén)
wjas de rasurar

porta agujas Mayo

aguja de sutura de punta roma del ndmero 20

tijera de punta aguda. S .

sobre de catgut atraumftico crémico del nimero 00

mt. de seda del ndmero 00 6 ¢ .

agujas de sutura de medio circule del ndiero. 28 traumé
ticas o L
lamparas de cirugfa (pedestal)
pares de guantes de cirugia
juegos de batas quirfrgicas
juego de campos quirdrgicos
cubrebocas desechables

gorros quiridrgicos descchables

Algodén y gasas

Material de laboratoric.

Py

1
8

(7]

jeringas desechables de 20 ml. 6 3 jeringasrdé 5 ml.
caja de Petri de 200 ml., de vidrio . TS
cajas de Petri de 100 ml., cuadriculad35~(1.cmzj;.desg
chables. 3

cdnulas de pléastico, de 2 mm. de diametrq,inperidr;'y-
de 20 cm. de largo (Venoset verde)

Continua...
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aguja para inyeccién del nidmero 22
aguja "Punzocat", del nimero 17 6 18
matraces de Erlenmeyer de 100 ml.
matraces de Erlenmcyer de 250 ml.
microscopios estercoscopicos
microscopio éptico

porta ebjetos concavo

jeringas insulinicas c/aguja
pipetas Pastcur

estufa bacteriolbgica (37°C)

bane marfa (37°C)

mesa de cirugia

tabla de madera

paios de algodén.

Material biologico.

1

1

frasco de 1000 U.l. de gonadotropina sérica de 1a ye--
gua prefiada (P.M.S.6.), "Foligon'; Lab. Serva.
frasco de 2500 U.l. de gonadotropina coribdnica humana-

(t1.C.G.), "Gonadotropina coriénica humana'; Lab, Loe--
ffler. :

lto. de solucién Hartman; Lab, Abbot,

300 a 400 ml. de suerc sanguineo de coneja 6 de bovino,-

inactivado a 56°C por 30 minutos.

frasco de propiopromazina, '"Combelen'; Lab. Bayef.‘
Frasco de pentobarbital sédico, ”Anestesal";;Lab, Nox-
den. - :,;f
frascos de penicilina G sédica de 800 000 U;I:5 "Pe&—#
procilina'; Lab. Lakeside. :

Soluciones.

100 ml. de sol. de yodo al 5 & :

100 ml. de sol. de benzal (dilucibn uso -quirdrgico)™
100 ml. de sol. de jabén quirdrgico.
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Material didfctico.

Mesas de laboratorio

36 bancos

1 Pizarrén

1 caja de gises de colores

1 proyector de diapositivas

Diapositivas. 3

l.a mctodologia con la que se trabajo,lcs la que a conti-
nuacién se describe:

a) Plética general .

En ecsta, sc ecxpuse los marcos tebrices y de referencia,-
con apoyo del material didictico.

b) Scleccibn de donadoras y recep storas.

Se analizaron los factores de peso, estado de salud, es-
tado reproductive ¥ nutricional, para la seleccibn de estas -
v su repercucién sohre las resultados de la técnica.

c) Superovulacién.

Este puntc ¢s posible, que hubiesc sido suprimido, debi-
do a que lua concja, es una ospecic politoca, por 1o que tiene
6 posce una ovulacién mid plc (8§ a 9 6vulos liberados en pro
medio, por coneja).

Pero por razones didficticas, si se llevo a cabo.

El métcdo que se siguio fué cl propuesto por Hafez en --
1978, el cual recomienda la aplicacién de 100 a 150 U.I. de -

.M.S5.G., por via intramuscular y de 66 a 72 horas después, -

s¢ aplico por via intravenosa de 50 a 60 U.I. de H.C.G.

d) Deteccibn de celcs.

La deteoccién del celo 6 estro, se hizo a través de una -
apreciacién visual de la vulva. :

c¢) Fert111~aL16n ) ;

Una vez logrado el esquema superovulatorzo Y detectado -
el estro, 1a hembra (donadora), fué fecundada por - medlo de'-—
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monta natural (una 6 dos montas con cada macho en un lapso de
10 a 15 minutos). ‘ M
f) Sincronizacifn estral,

La hembra receptora, se sincronizo con lérdonédora,'é'-~'
través de la aplicacibén de 30 U.i. de H.C.G., por via intra--
venosa (vena marginal de la orcja), al momento que a la dona-
dora se le dio 1a monta.

g) Recoleccidn de los embriones.

Después de 4 a 3 dias (el dfa 1 es el que le sigue al --
del servicio a la donadora), esta fué sacrificada {eutanasia),
por ¢l mfétodo de dislocacibn cervical.

La donadora ful desollada, desangrada y la cabeza y las-
patas le fueron retiradas ail cuerpo, para dejar tan solo la -
canal cerrada, Posteriormente sc¢ hizo una incisién por linea-
media para la remocién del tracto genital (ovariohisterccto--
mfa), previa desinfeccidn con yodo al §

de benzal 1:16G00, wen la Zona Jdoc la m

¢ 6 con una solucién

priordoqn

yoo

S¢ sugirie la utilizacién del método: animal (donadora),
tranquilizado/anestesiado (sin sacrificio), para lograr cste-
punto, pero por razones pricticas no se llevo a cabo.

Ya abierta, se hizo 1la escisién del aparato genital en -
su totalidad, tomanide cn cuenta que al hacer el corte a2 nivel
cervical, este ful cfectuado delante de ta porcién craneal del
cervix, pinzando previa 6 inmediatamente después del corte --
con unas pinzas hemostiticas Mayo rectas.

Al hacer el corte a nivel de ovaries, sc pinzo con pin--
zas de mosquito rectas, ya sca el ligamente ovérico 6 el hi--
lio ovArice, procurando no dafiar los oviductos al momento de-
rcalizar esta operacién.

Antes de separar cl aparato genital de la cavidad abdomi
nal, se¢ contaron los cuerpos hemorrégicos existentes en los -
ovarios, para tratar de determinar la cantidad de embriones -
que se pudieran encontrar en los lavados.
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Sc removio el aparato genital de la cavidad abdominal a-
una caja de Petri de 200 ml., de capacidad, con 20 a 30 ml. de
solucibén Hartman a 37°C., manteniendo la pesicibn de éste, pa
ra no perder su identidad, ‘

Posteriormente se procedioc o hacer los lavades del apara
to genital, a través de oviducto en dircccibén al cervix. Pa-
ra facilitar la tarea de ia canulacién y lavado del aparato -
genital, se recomienda eliminar el tejido conjuntive y grasa-
que rodea al dtero y oviducto.

El 1f{quido 6 medio de lavado que se utilizo, sc¢ inyecto-
a una presién suficiente para provocar una leve distencién --
del tracte, arrastrundoc as{ los cmbriones que pudiesen estar-
adosados a su pared interna. Este lavado se logro a través de
la canulacién del oviducto por medio Jde un tubo 6 cénula de -
polietileno de 20 cm. de largo y con un difimetro interior de-
2 mm., insertado en el infundfbulo y fijado por medio de una-
pinza (mosquito curva); pdara ¢vitar gque lz pinza obstruva el-
paso del medio, se incluyo dentro del tubo, un "alma" de ace-
ro {aguja del No. 22), que permita el pasar del mismo,

Les lavados se hicieron por duplicadeo, y cada lavado fué
puesto cn una caja de Petri de 100 ml., identificada y cuadri
culada. 5S¢ lave primeramente la totalidad del tracto, y deg--
pués se lavo a los oviductos y al dtero por separado.

La svlucién de lavado fué solucibén Hartman al 10 $ de --
suero sanguineo de conejo 6 bovinoe, inactivado a 56°C. por --
307, en un bafo marfia.

h) Identificacién y evaluacién de los embriones.

Se dio el manejo adecuado a los liquidos 6 medio recolec

tado, esto es, evitar la luz solar excesiva y evitar la conta
minacién, ademfs y de gran importancia fue el mantener ¢l me-
dio recolectado a 37°C. (constante). Las cajas de Petri con -
el medio recolectado se observaron bajo el microscopio este--
reoscépico para localizar a los embriones, y una vez localiza
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S¢ removio el aparato gcnital de la cavidad abdominal a-
una caja de Petri de 200 ml. de capacidad, cen 20 a 30 ml. de
solucifén Hartman a 37°C., manteniendo 1la posicién de éste, pa
ra no perder su idehtidad_ -

Posteriormente se procedio d hager los lawvados del apars
to genital, a través de oviducto en direcciédn al cervix. Pa-
ra facilitar la tarca de la canulacién y lavado del aparato -
genital, sec recomienda eliminar el tejido conjuntivo y grasa-
que rodea al Gtero v oviducto.

El l{quido & medio de lavado que se utilizo, se inyecto-
a una presién suficiente para provocar una leve distencibn --
del tracto, arrastrando asi los embriones que pudicsen cstar-
adosados a su pared interna. Este lavado se logro a través de
la canulacidn del oviducto por medio de un tubo 6 clnula de -
polietileno de 20 cm. de largo y con un difimetro interior de-
2 mm., insertado en el infundibalo y fijado por medio de una-
pinza {(MOSQUILO Curvaj; pPa«id €vitar quc 1z pinzn obstruya el-
paso del medieo, se incluvo dentro del tubo, un "alma' de acé-
ro (aguja del No. 22), que permita ¢l pasar del mismo,

Loes lavados se hicieron por duplicado, y cada lavado fué
puesto en una caja de Petri de 100 ml., identificada y cuadri
culada. S¢ lavo primcramente la totalidad del tracto, y des--
pués se lavo a4 los oviductes y al dtero por separado.

La solucién de lavado fuf solucibn Hartman al 10 % de --
suero sanguinco de conejo 6 bovino, inactivado a 56°C. por -~-
30, er un baio marfa.

h) Identificacién y evaluacién de los cmbriones.

Se dio el manejo adecuado a los liquidos 6 medio recolec

tado, esto es, evitar la luz solar excesiva y evitar la conta
minacién, ademfis y de gran importancia fue ¢l mantener el me-
dio recolectado a 37°C. (constunte). Las cajas de Petri con -
el medio recolectado se observaron bajo el microscopio este--
reoscépico para localizar a los cmbriones, y una vez localiza
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dos, se aislaron con pipetas Pasteur y se colocaron en otra -
caja de Petri con solucién Hartman al 25 $ de suero sanguineo,
Y posteriormente se colocaron en porta objetos con fondo con-
cavo, para ser obscrvados y evaluados en un microscopio §pti-
Co a 40 X (medic al 25 § 3 2 una temperatura de 37°C.)

i} Transferencia de embriones.

La receptora sc tranquilizo con una inyeccién de clor--
hidrate de propiopromazina (Combelen), 2 una dosis de 0.2 ml.
/kg. , esperando el efecto aproximadamente de 10 a 15 minutos;
pesteriormente, sc¢ anestesio con pentobiarbital sédico (Ancste
sall}, a una dosis de 28 mg./kg., esto es aproximadamente 1.5-
ml. del producto & una concentracién de 6.3 %, de los cuales-
0.75 ml. sec¢ administraron rapidamente ¥ el resto a razén de -
0.2 ml./min, , por via intravenosa, hasta inducir la aneste--
sia a un plano quirdrgico.

Posteriormente se hizo una incisién por la lfnea media,-
provic T y desinfeccifn, para exponer el tracto geni--
tal (laparotomia). Sec diseco dicho aparato, para facilitar la
deposicifén de los embriones cn ¢l lugar descado.

Ya habiendo localizado el punto 6 zona de transferencia,
se punciono este con una aguja Jde punta roma para facilitar -
la introduccién de la cfnula conteniende los cembriocnes. Otra-
forma de facilitar esta entrada, c¢s haciendo un pequefio corte,
que involucre, serosa, muscular y mucosa endometrial.

La deposicién dc los cmbriones sc hi:o ¢n forma lenta y-
con poco voldmen de 1{quido 6 medio, evitando el introducir -
burbujas de aire en el lumen uterino.

Se dejo que los cuernos uterinos tomen su posicién nor- -
mal y se suturoc con catgut (peritonco/muscular) e hilo seda -
(piel). Se procuro ¢l darle los cuidados post-operatorios ade
cuados (aplicaci6én de antibioticos parenterales).

A los 18 dias se evaluo el éxito del transplante, hacien
do una palpacién por via abdominal.
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1.

CONCLUSIONES

La induccién, recoleccién y transferencia de embrio- -
nes en coneja, pueden ser efectuadas con un alte por
centaje de éxito, a través de los métodos descritos--
en este trabajo.

El métedo m&s prictico, para la recoleccién de los --
cmbriones en la coneja, fué logrado a través de una--
hembra (donadora), que fué sacrificada por disloca---
cidn cervical, ¥y gue mis tarde sc le hizo una ovario-
histerectomia total.

Posteriormente se¢ sometio a todo ¢l tracto genital --
(de oviductos © cervix), a una serie de lavados con--
una sclucidén Hartman adicionada con 10 % de suero ~--
sangufnce de¢ concje & bevino inactivade por tempera--
tura, esta selucién se utilizeo a 37°C . Y se finali--
zo con el lavado posterier de oviductes y Gtero por--

separado con la misma solucidn.

Un punto que se considero, que es de vital importan- -
cia para el buen resultado de la téenica, es el man- -
tener el medio y los embriones a una temperatura cons
tante (37°C). Esto se mejoro mucho al trabajar los --
lavados (cajas de Petri), sobre panos de algodén enti
biados {37°(C), cambiandolos constantemente, mientras-
se reciba este. Para asi evitar el cambio de tempera-
tura tan brusco, entre lu estufa bacteriolégica (37°-

C) ¥y 1o frio de las mesas dc laboratorio.

Dos inovaciones, fueron de gran uso prictico para el-
mejor desempefio de cste método:

a). Inclusién de una "alma" de acero dentro de el tu-
bo de polietileno, que va insertado en la fimbria ovi
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ductal, y que es sostenido con unas pinzas hemostftji--
cas y una gasa, al momento de hacer los lavados, evi--
tandose -asf que el paso del medio de lavado se vea in-
terrumpido por la presién de las pinzas sobre un tubo-
sin esta inovacién. Ademfs, con esto se evito que asf-
se de un reflujo del medio entre el oviducto y el tubo
al momento de inyectar el medio.

b). La otra inovacién, fué la del uso de una cénula --
{(Punzocat), insertada a nivel de la unién dtero-tubfri
ca en Gtero, haciendo los lavados en direccién al cer-
vix. Esta forma dec iavado pucde recomendarse a partir-
de los 4 6 5 dias post-coite en la concja, a sabiendas
que los embriones ya estan en cavidad uterina; 6 bien-
pucde utilizarse esta via cuande exista dificultad p3-
ra canalizar el oviducto.

Se sugiere, tomar cn consideracién en forma muy impor-

i
b
réct

tante dadas las caperi icas,

T

n
bt

cias p
las conejas, tanto a la Jdonadora como a la receptora,-
a los 15 dias de haberlas recibido, para evitar desa--

gradables contraticmpos,

La finalidad didfictica de este trabajo, fué cubierta -
en forma satisfactoria, ya que se comprendio desde un-
punto de vista mis real la transferencia de embriones,
por el alumnade. Adem4s se considero haber cumplido --
con los objetivos biolégicos planteados, para este tra
bajo
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.ANEXOS

I. Fisiologia rgproductivﬁ de 1a concjn.

El conejo doméstico, es derivado de cl conejo europeo --
(Oryctolagus cuniculus), de el orden Lagomorfa. Este orden in
cluye: liebres, conejos y pikas.

La mayoria de las razas de concjos, son mis pequeiias que
las liebres y tiencn menos desarroliasdos los miembros pelvia-
nos. Los concjos nacen sin pelo y con los ojos cerrados, mien
tras que las liebres nacen con pelo y con los ojos ablertos.

El concjo (Oryctolagus cuniculus), posce 44 Cromosomas y
Ja liebre (Lepus sp.), posce 48: ne habiendo por demés una re
lacibén filogenéticamente cercana, tal como las apariencias ex
ternas lo sugieren.

Hay aprnaximadamente 70 variedades de concjos, los cuales
varian en color, peso cerperal adulte (L a 7 kg.), y largo de
orcja (5 a 30 cm.).

a). Pubertad.

Las diferentes razas de conejos, alcanzan la pubertad y-
la madure:z sexual a diferentes cdades. Algunos autores mencio
nan, qgue la pubertad aparcce dependiendo de la raza, las esta
ciones y el ecstado nutricional, a los 100 6 110 dias en prome
dio.

Algunas conecjas dentreo de una raza, se desarrollan més -
tempranamente que los machos. Es por esto, ¢ue las hembras --
tienden a copular 1 6 2 veces antes de ser capaces de ovular;
por lo que las montas deberdn retrasarse, hasta que estas al-
cancen su talla normal para la raza y edad.

Algunas conejas se reproducen adecuadamente, hasta los -
5 6 6 anos de edad, pero el tamafio de la camada generalmente-
dectina después de los 3 afios de edad. Los machos permanecen
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reproductivamente activos por un méximo de 5 a 6 afios, depen-
diendo de lz individualidad, manejd‘y la frecuencia de las cé
puias. (7, 51) '

b). Temporada de apareamicnto.

Los concjes salvajes, muestran un periodo definido de --
anestro y experimentan variaciones estacionales en su capaci~
dad reproductiva. Entre los conecjos domésticos, 1la duracibn -
del anestro, de colonia a colonia y entre individuos varia --
también. Algunas hembras 3 machos, son fértiles a través del-
afio, pero la mayorfa exhibe un anestro por 1 6 2 meses. A pe-
sar de csto, los conejos domésticos también manifiestan, pa--
trones estacionales de su usctividad reproductiva.

Los patrones estacionales de apareamicnto, ¢stan influeg
ciados por la raza de los conejos, y la localidad.

c). Estro.
Las conejas no muestran ciclos estrales regulares a pe--
b o

~ f2s oaw
T Gc

exictd

I

mocliert

sa ritmo en su receptividad sexual.

Bajo condiciones favorables , 1la coneja muestra Signos -
de estro per largos perfodos, durante los cuales, los folicu-
les oviricos estdn en continuo desarrolio y regresibén, mante-
niendo un némero constante y adecuado para la ovulacibn. Si -
1a hembra no se aparvea, los foliculos en el ovario permanecen
grandes ¥ actives por 12 a 16 dias. Elles entonces entran en-
regresifén y nuevos foliculos en crecimiento los remplazan.

Folfculos activos, estarfin consccueniemente presentes en
todo momento durante la época de aparecamiento, cxcepto quizas,
en los perfodos de transicién , cuando un. nuevo grupo de folf
culos este creciendo ¥ el viejo este en regrcsién.

Una hembra pucde no mostrar receptividad sexual. cuando-
esta débil, lactando 6 tiene un pobre estado nutricional, de-
bido a esto el desarrollo folicular esta suspendido. .

Existen variaciones individuales en el grado de recepti-
vidad sexual, que cocurren en conejas no gestantes. En ocasio-
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nes, la hembra puede rechazar la cépula 6 rechazar un macho-
e inmcdiatamentclaccptar a otro. La coneja puede aceptar por
una vez & un macho, pero rechazarlo en una sesunda vez.

Los signos de estro son mis dificiles de¢ definir en la-
concja, més que cn otros manifercs ceon cicleos estrales tipi-
€0s. La receptividad sexual en la hembra, esta indicada 6 -
caracterizada por la presencia de una velva congestionada, -
de color pGrpura y himeda, intranquilidad, trata de juntarsc
6 pegarse a la reja y restrega su barbilla en las paredes de
la jaula 6 en el equipo. (51)

d). Cépula.

Cuando lua conheja esta sexualmente receptiva, ella adonta
una pesicién de monta, levantando sus cuurtes posteriores pa-
ra permitir la cbpula. El macho se¢ mueve muy rfpido, la monta
y descansa su cabeza en su flanco 6 lomo. El entonces cfectua
de 8 a 12 movimicentos de ¢épula en forma répida, para lograr-
ia ingromisidn y cyagular. Lz acometida copulatoria es tan vi
gorosa, que ¢l macho cae hacia atras 6 a un-lado y puede omi-
tir wun llanto caracteristico.

El llanto es atribuible n una indicacién de dolor y pue-
de provenir de 1la hembra é del macho.

El macho puede volver a copular de nuevo, frecuentemente
en un minuto.

Una substancia gelatinosa en el eyaculado a menudo forma
un tapén vaginal, ¢l cuzl es expelido pocos minutos después -
de la cépula. (51)

¢). Ovulacién.

La coneja, como el hur6n y algunos otros mustélidos, la-
gata y la musarafia, no ovulan expontaneamente. La ovulacién -
ocurre de 10 a 13 hrs. después de la cépula 6 después de al--
gén otro estimulo, por ejemplo: la inyeccién de L.H. 6 sales-
de cobre y cadmio, estimulacién eléctrica de la cabeza 6 de -
la regién lumbar de la columna vertebral 6 el orgasmo induci-
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do por contacto con otras hembras. Sin embargo la ovulacién-
pucde no ser usualmente provocada por estimulacién mecénica-
del cervix, como ocurre en la gata.

En las conejas, la ovulacién puede llegar a fallar de -
un 20 3 un 25 %, después de la cbépula, probablemente esto de
bido a una deficiencia de L.H., en la glindula pituitaria.

LLa ovulacién puede ser también inducida por gonadotropi
nas 6 factores de ligeracién de gonadotropinas (G.N.R.H.). -
Muchas de estas preparaciones, varian considerablemente en -
potencia y rango de dosis

La coneja puede aceptar al macho en cualquier momento -
durante 1la gestacibén 6 pscudogestacién, excepto por un corto
pericdo de 30 a 40 horas después de ocurrir ¢l primer aparea-
miento. La fertilizacién puecde ocurrir ¢n cualquiera de los -
casos, si una segunda ovulacién ocurre a 2 6 3 dias de la pri
mera, 6 cercane al fin de¢ la pseudogestacién hay cépula.

!’\

Lz ferrilizacién no ocurre en presencia de un cuerpo lu-
teo activo, probablemente debido a una falla en ¢l trahsporte
espermiitico y/o inhibicién de la capacitacién espermfitica en-
un fitero progestacional.

6 horas después de ocurrir la ovulacién, los cigotos em-
pieran a ser cubiertos con una capa de mucina, pudiendo no =--
ser fertilizados después de esto. (7, 51, 96, 97)

£f) Gestacién.

La gestacidn dura de 30 a 33 dias en el 98 % de los ca--
sos; ocasionalmente ¢s de 29 6 35 dias. En casos de gestacio-
nes prolongadas, el tamafio de la camada’ es pcquefio y puede --
contener una 6 dos crias anormalmente grandes 6 jovenes prema
turos. o

La palpacién de los fetos en desarrollo in utero, es un-
métode répido y acertado para la determinacibén de gestacién.

De los 12 a los 14 dias de gestacién, los fetos se pue--
den sentir como '"canicas'', estos son facilmente distinguibles
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al deslizar entre el dedo pulgar y los demas dedos, parte de
la cavidad abdominal posterior, en una direccién de atras -~
hacia adelante, con una ligera presién. Si se cjerce demasia
da presién, pueden producirse magulladuras y hasta ruptura -
de lus paredes del fGtero, resultando en una condicién téxica
6 aborto.

En casos de duda, lta palpacién deberd ser repetida algu-
nos dias después. Bs mls dificil de distinguir entre el desa
rrollo de los fetos v los organos digestivos después del dia
14 de gestucibn,

La gestacidn puede ser también confirmada u los 24 dias
despuls de la cSpula, por comparacioén del espesor {aumentado)
de las glénduluas mamarias, cntre la coneja gestante y und no
gustante. La confirmacidn por rayos X, ¢s posible después --
del dfa 11 de gestacidn. (51, 972

g) Pscudogestacidn.

L.a pseudoprenez puede ser resultado de una cbépula este--
ril, 6 de una inveccidn Jde L., § de 12 estimulacién Causada
cuando una de las conejas monta a otra 6 cuando una concjia --
montua a unas de sus crias. La pscudoprenez dura de 16 a 17 ---
dias; ticmpo durante ¢l cual 1a coneja no pucde concebir.

$i estas hembras son mantenidas en grupo, deberén ser sc
paradas y puestas en jaulas individuales, cuando menos 16 ---
dias antes de iniciar los aparcamientos.

Al final de la pscudogestacifn, la coneja pucde arrancar
sc pelo de su cuerpo e intentard hacer un nido.

El cuerpo lGteo sccreta progesterona, durante la pscudo-
prenez, causande crecimiento del Gitero v las glfndulas mama- -
rias., (51)

h). Parto.

El parte, depende de dos factores: .

- Caida 6 disminucién de progesterona, a nivel-miomg----

traal.
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- Repentina liberacidén de oxitocina.

El largo de la gestacién, bien puede depender de la vida
media del cuerpo ldteo. Fuchs et. al.; citados por Hafez en -
1978, reportan que la causa de la repentina liberaci6n de oxi
tocina, ces desconocida, pero sugivien que 1a cailda de proges-
terona a nivel de sistema nervioso central pucde estar Trela--
cionada,

E1 consumo de alimento disminuve 2 o 3 dias antes de que
ocurra el parto. Bl parto gencralmente ccurre durante 1a ma--
drugada, este generalmente pasa inadvertide,

l.as presentaciones anterior y posterior son normales, y-
usualmente no ocurren complicaciones al parto si los fetos --
son de un tamaho normel. Un parto cutdsico, requiere de menos
de 30 minutes, ocasionalmente puede haber 1 6 2 crias anormal
mente grandes; conforme va pariendo lua coneja, esta lamc y --
atiende a cada reciln nacido.

Bl esquema de paiio, a Veods sS¢ rompe, poro ool
crias pucden nacer con intervalos de¢ muchas horas y a veces -

de dias, por lo que esta recomendada la palpaciédn de todas --

emplao: Tas-

las conejas de un dfa de paridas, para evitar la retencién fe
tal; en caso de ser necesario, la labor de parto puede ser in
"
1 3¢

s
ducida en las ¢ , por ol nsa Jde 200 sMm. de oxitocina en-

c

1 ml, de soclucifn salina fislolégica, este tratamicnto tam---
bién puede ser aplicade o conejuas que excedan, un perfodo su-
perior a los 34 dias de gestacién.

El tamafic de la camada varia de 1 a 22 crias (con un pro
medio de 8), dependiende esto Jde la raza, nutricién, nlmero -
de partes y ambiente. El tamafo de la camada va en aumento --
hasta los 3 afies, y posteriormente disminuyec.

‘'an pronto como nuacen las crias, 1la coneja devora la pla
centa y el cerddn umbilical. Algunas concjas muestran una ten
dencia infanticida canibalistica, por devorar el cordén umbi -

lical, orejas, apéndices, cabeza y cualquier parte del cuerpo
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de las crias. El1 canibalismo raramente ocurre después de que
la madre ha cuidado a sus crias un dfa 6 mis. Estec problema-
puede se:. debido a factores hereditarios, a una racién inade
cuada 6 al nerviosismo de la concja.

Asociado con el canibalismo, hay una tendencia a espar -
cir las c¢rias fucera del nido. Estas actitudes son probable--
mente influenciadas por el ambiente, mis que por la herencia.
(51)

i). Laciacibn.

Las gléndulas mamarias, sc desarrollan rapidamente duran
te 1a ditima semana dJde gestacidn. Aunque la leche puede ser--
producida antes del alumbramiento, y estar goteando de las --
gléndulas de concjas con alta produccién; la bajada de 1a le~
che usualmente ocurre hasta el alumbramiento, esta puede ser-
estimulada por una inyeccién de prolactina. ’

Las concjas amamantan a sus crias, por solo pocos minu--
tos al dia, generalmente en la noche 6 en la madrugada, sin -
hacer casc, de cuantas veces las crias intenten mamarile.

La cantidad de produccidn lactea, c¢s de 160 a 200 gr., -
durante la primer camada, y de 170 a2 220 gr., durante las sub
secuentes camadas. La produccién lactea alcanza su mixime a -
las 2 semanas postl-parto, mantenliendese alta por 1o menos uha
semana, ¥y entonces declinar durante la cuarta semana.

Una coneja, puede lactar por un perfodo de 6 a 8 semanas,
dependiendo de la dieta, nGmerc de partes, nlmero de crias --
que este amamantando y a factores genéticos. La cantidad de -
leche producida, se incrementa cn cierto porcentaje, conforme
se incrementa el tamafio de la camada, pero este. incremento no
es constante, (51, 55)
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I1. Ventajas y desventajas del método de transferencia

embrionaria.

A partir de los primeros trabajos sobre transferencia --

cmbrionaria, se han propuesto una amplia gama de usos para es

ta técnica. Se afirma que puede ser Util, entre otras cosas,-

para:

Expansién y mcjoramiento genético répido. (5, 11, 16,-
17, 40, 47, 58, 59, 64, 78, 79, 103, 116)
Aumento en la intensidad de seleccidén. (6, 11, 28,.63,
78, 101, 103, 112)
Almacenamiento y transpoerte barato, répido y sencillo-
de genes. (5, 6, 16, 20, 36, 37, 47, 58, 59, 753, 78, -
82, 85, 103, 105, 116)
Introduccién y adaptaciédn de razas ex6ticas. (6, 11, -
79, 103)
Conservacién de recursos genéticos. (11, 58, 59}
Reproduccidn de hembras valiosas que tengan problemas-
reproductivos. (16, 28, 79, 101, 103) ’
Control de problemas sanitarios al permitir la difu---
si6én de material genético sin exigir el transporte de-
los padres. (39, 42, 43, 79, 80, 90, 103} A
Estudio de las interacciones genético-ambientales, ma-
terno-fetales y feto-fetales. (79, 103)
Produccién de gemelos idénticos por medio de la parti-
cién de blastémeros con microcirugfa. (13, 20, 22, 25,
26, 29, 48, 54, s9, 62, 70, 75, 78, 89, 101, 103, 110)
Induccién de gestaciones gemelares en ganado productor
de carne. (6, 25, 37, 47, $8, 59, 78, 79, 95, 112)
Obtencién de crias hembras con el sexaje de embriones.
(13, 22, 28, 35, 36, 37, 58, 59, 70, 75, 78, 103)
Reduccién del intervala entre generaciones mediante la
fertilizacién 3& vitro de ovocitos pre-pGberes. (5, 20,
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2z, 29, 59, 78, 101, 103)

Combinacién de genomas intra e interespecies con la =~

produccién de quimeras. (13, 20, 27, 70, 78, 79)’

- Implantacién de genes descables por medio de la 1nge—-

nieria genética. (22, 70, 78, 111} _ : i

Obtencién de machos superiores en mayor cantidad para;

la inseminacién artificial. (59) i

- Cilonacién. (13, 29, 54, 59, 70, 78, 79)

- Aumento del nimero de crias obtenidas por hembra. (11,
28, 47, 59, 94, 101, 103)

Mucho se¢ hua escrito acerca de las grandes veatajas que -
puede llegur a tener 1la explotacién masiva de 1a técnica de -
transferencia de embriones. Asi mismo, dicha técnica cierta--
mente ha despertado el entusiasmo de muchos criadores progre-
sistas, que ven con agrado los avances cientfficos que pueden
redituar en el mecjoramiento de su explotacién. Pero también -
¢s ciertc que faltan informacifn y estudies acerca de las des
ventajas que encierra en si misma dicha técnica. (46)
Algunas de estas son:
- No es conveniente hacer la seleccién del hato con base
en las hembras. (46)

- En el presente, la transferencia de embriones es econg
micamente factible solo para animales muy valiosos.
(101)

- Otra desventaja, es ¢l futuro de las caracteristicas -
reproductivas de la donadora. Por razones desconocidas,
a veces las técnicas quirQrgicas producen adherencias-
en los 6rganos internos. (6, 101) )

- La falla para obtener gestaciones, es la desventgjg R

mﬁs com@n. (101) - IR

- El gran reto de ésta técnica, es el mantener vivas a‘j

las crfas obtenidas. Hay disponibles Seguros’ ;pmercl&¥

les para cubrir a la receptora gestante Yy a‘la‘cria -
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durante las primeras semanas de vida extrauterina.
(101)

- Ocasionalmente nacen gemelos, ya sea por divisibén em-.

brionaria 6 por que 2 embriones fueron transferidos a

“una sola receptora, cuando uno & ambos embriones pare
cen ser anormales. Esto causa una gran desventaja al-
parte ¥y a la oportunidad de obtener frec-martins 6 --
distocias por ecjemplo. (101}

- Desde ¢l punto de vista econbmico, en esta técnica se
deben considerar los gastos referentes a la utiliza-
cién de hormonas naturales 6 sintéticas sumamente ca-
ras, la utilizacién de medios especiales de recolecci
6n y cultivo, el material especializado que se necesi-
ta para la recoleccibn y transferencia de los embrio--
nes, ¢l microscopio c¢steroscdpico, 'las clmaras de cul-
tivo especiales, ¥ a todo esto debe sumarse ¢l costo -
de la mismu inseminacidn avtificial & dz lza monta di- -
recta, quc ¢s necesaria para fertilizar los 6vulos.
Aun contando con todos esos recursos, Franco en 1984, -
considera aln mis importante ¢l aspecto cientifico----
préctico; han aparccido en México articulos en algunas
publicacioncs quec scfialan el alto percentaje de exitos
alcanzados cn la transferencia embrionaria, y es bien-
probable que dichos datos sean realmentc fidedignos, -
pero, & quienes son los que han obirenido semejantes re
sultados ?, nada menos que veterinarios y especialis--
tas mexicanes, que han dedicade muchos afios al perfec-
cionamiento de sus técnicas, y sin duda han aportado -
valiosos conocimientos a nivel mundial en este campo.
Pero seamos realistas. Esos especialistas han contado-
con el apoyo de instituciones de jnvestigacién 6 ense -
flanza, y sus conocimientos y préctica los han obtenido
después de largos afos de trabajo.
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Si a nivel de ganaderia nacional pretendiéramoes, en al
gunas cxpldtacioncs ganaderas, practicar en forma ruti
naria la transfercncia embrionaria, necesitariamos ade
mfs de amplios recursos econbmicos, de personal alta--
mente cspecializado, que realizara en forma verdadera-
mente eficiente su trabajo. Y con esto, el costo ya in
flado por el cquipo, se¢ incrementaria enormemente.,

(6, 46)

La rcalidad actual en México es que la insceminacién ar
tificial, es mucho mis prictica y cconbmica que la ---
transferencia de embriones, ¥ hasta que no se demues--
tre 1o centrario, mediante estudios e¢conbmicaos e inves
tigaciones cientificas bien profundas realizadas aqui-
en Méxicec, no conviene por el momente, hacer inversio-
nes enfocadas a técnicas que no han demostrado.actual
mente ser verdaderamente pricticas y eficientes. (46)
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