MG

A Y
"
K J
M
®
»
o '] -
-
B
9
¥ ae

La “zona pelucida” del embrion evita el acceso de microorganismos al complejo celular. Muchos agentes patogenos han demostrado ser

incapaces de atravesarla.

La sanidad de los embriones

bovinos

Manuel Ortega Martin

Director Técnico. EURO FOMENTO PECUARIO, S.A.

a hace bhastantes anos que se
consiguié por primera vez la procrea-
cion de un ser vivo con la colabora-
cion de procedimientos artificiales, y a
pesar de ello ain hoy no podemos ha-
cer mas que aportar algunos factores
que pensamos indispensables en el
MOMENtO qUE Creemos preciso, y es-
perar que todo funcione como ha ve-
nido haciendo desde el origen de la
vida,

Es grande el desconocimiento que te-
nemos aln sobre los mecanismos de
iniciacion de la vida independiente de
un nuevo ser, y sobre los recursos que
éste posee desde sus primeros instantes
para afirmar a su madre, en la que se
encuentra  involuntariamente  alojaclo,
que EXISTE, y que debe continuar su
desarrollo hasta valerse por st mismo.

Existe un didlogo bioquimico per-
fectamente demostrado vy  practica-
mente desconocido ain para los in-
vestigadores, entre una vaca y el em-
bribn que se encuentra en su interior.
Se ha comprobado que debe haber
una serie de “senales” precisas y sin-
cronicas del embridon bovino hacia la
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madre, para que ésta conozca en pri-
mer lugar su existencia, y para que,
una vez “de acuerdo” en convivir du-
rante nueve meses. el organismo de la
vaca le provea de todos y cada uno de
los nutrientes y factores de crecimien-
to v desarrollo que necesita,

Sin embuargo, y a pesar de nuestro
desconocimiento del funcionamicento
intimo de la fecundacion y gestacion,
seguimos interviniendo en ellos, con
un  criterio  claramente  ccondmico.
Hoy en dia, la Inseminacion Artiticial y
Embriones

i Transferencia  de son

La transferencia de embriones ha sido calificada como el método mas seguro sanitaria-
mente para el movimiento de genética.
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procedimientos habituales en nuestros
rebanos, y surge con ellos un “equipa-
ge” de problemas asociados que es
conveniente Conocer.

LA CAPACIDAD DIFUSORA DE
ENFERMEDADES DEL |
EMBRION

Se ha acunado la idea de que un em-
brion es una entidad por si mismo,
que puede ser definida, desde el pun-
to de vista de la T.E., como un “ovoci- |
to fertilizado, resultado de 1a insemina-
cion de una vaca donante con semen
de un solo toro, y recogido en una so-
la extraccion”™. Esta es al menos la defi-
nicion de que €l da la Asociacion
Americana de Transferencia de Em-
briones (AETA)., con un punto de vista
evidentemente parcial y mediatizado
por la actividad que esta asociacion re-
presenta.

Un embrion es un conglomerado de
células con una  dotacion  genética
idéntica, que responden todas al obje-
rivo comun de la “construccion™ de un
organismo vivo, complejo y altamente

especializado.

Fn ¢l momento en que intervenimos
en su desarrollo para extraerlo del Gte-
ro materno, consta de alrededor de
120 celulas aparentemente iguales, pe-
ro muy cohesionadas y comunicadas
entre st Ya existe entre ellas, por asi
decirlo, una  organizacion  primitiva
que es el origen de la especializacion
que van a sufrir mds tarde las células,
en su camino para fa formacion de or-
ganos y tejidos. Esta fase se denomina
“morula”, y su aspecto es el de una
hola de células similar a una mora, ro-
deada de una cubierta no celular, de
naturaleza  glicoprotéica  denominacdla
“zona pelicida™ (ZP).

La zona pelacida es una eficaz ba-
rrera e proteccion para el embrion,
ya que se ha demostrado que no hay

ningin microorganismo patogeno ca-
paz de atravesarla, siempre y cuan-
do se encuentre intacta.

En el transcurso de las labores de
extraccion, manipulacion y transferen-
cia de los embriones de unu vaca do-
nante a otra receptora, ¢s evidente que
existe un riesgo de transmision de en-
fermedades contagiosas. Pero analice-
mos mas detalladamente este riesgo.

La transmision  de  enfermedades
con el embrion presupone la presen-
cia de un agente infeccioso en:

* el propio embridn o espucio pe-
rivitelino

* la zona pelucida

* Jos liquidos en los que es transteri-
do.

La peor posibilidad es la primera, ya
que no existe oportunidad de remo-
cion mecanica (por lavado) de los mi-
croorganismos. Por otro lado, la intec-
cion del embrion en si puede haber
tenico lugar:

® por via transovdrica (pocas ve-
ces se ha demostrado [a existencia de
pPatdgenos en 0ocitos)

® 4 través de la zona pelucida
(cuando existen grietas o fisuras).

El microorganismo infeccioso que
nosotros podemos transportar con ¢l
embrion ha de haberse puesto en con-
tacto con €l en dos momentos:

A. En la vaca donante [u fuse du-
rante la cual el embrion se encuentra
en el wacto genital materno antes de
ser extraido (7 dias) es la mils protegi-
da de todo el ciclo de la vaca, ya que
durante ¢l reciente estro (celo), ha ha-
bido una “limpieza” interna del apara-
to genital por ¢l aumento de las defen-
sas locales. Hace tiempo que se ha de-
mostrado que los altos niveles de es-
trogenos circulantes van asociados a
infiltracion leucocitaria, aumento del
aporte sanguinceo, con incremento de
la secrecion de inmunoglobulinas, y

Patogeno Efectos en el desarrollo | % Embr. portadores
Akabane No detectados 0
Leucemia No detectados 0
Lengua Azul No detectados 0
Diarrea Virica No detectados 0
Fiebre Aftosa No detectados 0
IBR No detectados 70
Estomatitis Vesicular No detectados 30
Brucelosis Descenso Viab. 0
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| relajamiento del ¢érvix con empuje re-
trogrado del contenido uterino. Esta
proteccion inmunitaria suplementaria
suele verse incluso aumentada como
consecuencia de los tratamientos de
superovulacion (existen mas foliculos
productores de estrogenos que en un
ciclo normal).

Por otro lado, son pocas las enfer-
medades cuyos agentes productores
se encuentren fisicamente en el inte-
rior del tracto genital femenino, espe-
cialmente si la vaca no muestra sinto-
mas de enfermedad (en cuyo caso ha-
bitualmente no se lleva a cabo la ex-
traccion de embriones).

Por tanto, las oportunidades para la
infeccion del embrion en los 7 dias
desde la ovulacion hasta la extraccion
son muy limitacas. Sin embargo, ¢s in-
negable que la posibilidad existe.

Recientemente han sido publicados
los resultados de una investigacion
(Guérin, Le Guienne. y cols., 1990} so-
bre la posibilidad de la transmision
transovirica del herpesvirus bovino ti-
po 1, que demuestran que ¢sta es po-
sible y probable, pero paralelamente
mostraban que los embriones infecta-
dos raramente alcanzaban ¢l cstacdio
de dos blastomeros (equivalente a un
desarrollo de 1 dia). Estos “embriones”
jamads serdn transteridos a causa de su
estado degenerativo el dia 7.

BB. Durante la manipulacion des-
de su obtencion hasta fa transferencia
a una receptora, con o sin congelacion
intermedia. Es evidente que, aunque
se trate de mantener un ambiente de
higicne y esterilidad, las condiciones
de trabajo en las granjas, casi a pic de
vacy, hacen imposible un rrabajo cien
por cien ascplico.

Para evitar esta contingencii, se ¢m-
plean materiales estériles, y soluciones
asimismo estériles con antibidticos.

El embrion, por su parte, cuenta con
unas defensas propias ante la agresion
infecciosa: por un lado, la dificilmente
penetrable “zona pelbcida™ evita el ac-
ceso de microorganismos al complejo
celular. Muchos agentes  patdogenos
han demostrado ser incapaces de atra-
vesarla siempre y cuando se encuentre
integra. Entre ellos podemos citar los
virus de la Leucosis Bovina, Diarrea
Virica Bovina, y Ficbre Aftosa, ademas
de la bacteria productora de la Bruce-
losis. Sin embargo, ¢l virus de la Rino-
traqueitis Infecciosi Bovina (IBR-1PV)
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y el de la Estomatitis Vesicular (VSV) se
han mostrado capaces de adherirse a la
zona pelucida, atin cuando no la atravie-
sen.

Ademis de sus mecanismos de defen-
sa primarios, de naturaleza mecanica,
mediante estudios de exposicion in vitro
de embriones desnudos de ZP frente a
los virus de Leucosis, Diarrea Virica, Par-
vovirosis y frente a Brucella abortus, se
ha ilegado a la sospecha de que el blas-
LOCISIO posee una cierta resistencia ante
las infecciones por determinados agen-
tes patdgenos.

Como regla general, se puede afirmar
que los embriones mis capacitados para
resistir la infeccion o adherencia de
agentes patdgenos son los que poseen
ZP simétricas, de anchura uniforme, sin
materiales adheridos, y con pocas célu-
las extruidas.

Otro punto a tener en cuenta es ¢l que
en caso de que el agente infeccioso lle-
gue a ingresar en el espacio perivitelino,
normalmente se produce un dano acusa-
do en el desarrollo embrionario, que no
es capaz de sobrepasar los bloqueos de
1-2 células y de 8 células. Con todo ello,
cuando es extraido de la vaca, su morfo-
logia aparenta la de un embrién retrasa-
do o degenerado, por lo que no es trans-
ferido.

MEDIOS DE PREVENCION

Dado que el peligro real de transmision
de enfermedades se restringe a la vehi-
culacion mecénica de los agentes pro-
ductores, bien adheridos a la zona pelu-
cida, o bien incluidos en camulos celula-
res o restos de mucus, es de maxima im-
portancia manipular los embriones de
acuerdo con unos procedimientos efecti-
vos, como los aprobados por la Asocia-
cién Internacional de Transferencia de
Embriones, la Oficina Internacional de
Epizootias, y la Asociaciobn Americana
de Transferencia de Embriones, exigidas
por las autoridades sanitarias de la CE a
efectos de movimiento internacional de
embriones. Estos procedimientos se en-
cuentran recogidos en el capitulo M1 del
Manual de la IETS.
Combinan cuatro principios:

1. Factor de dilucién

2. Lavado mecanico

3. Accion de agentes antimicrobia-
nos

4. Tratamientos enzimaticos.

Los embriones han de ser observados
a grandes aumentos, y eliminadas todas
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las particulas y restos de materiales (mu-
cus, conglomerados celulares, ete.) ad-
heridos a la ZP.

Posteriormente han de ser sometidos
a diez lavados (factor mecinico) en me-
dio estéril con antibioticos (accion anti-
microbiana), empleando para el trasiego
pipetas o pajuelas estériles, y pasando
una pequena cantidad de medio (lo ide-
al son 10-20 wD) de uno a otro paso (fac-
tor de dilucion).

Las pipetas deben ser cambiadas tras
cada lavado, y los embriones agitados
suavemente, evitando aspirar restos ce-
lulares o mucus al siguiente lavado.

De esta manera se consiguen los tres
primeros efectos del proceso. Para lo-
grar el cuarto se someten los embriones
a la accion de la tripsina (al 0,25% en
solucion de Hank's sin Ca ni Mg, ni pro-
teinas séricas), en dos banos intercala-
dos en los diez simples. Los embriones
han de permanecer en cada bano de
tripsina un maximo de 30 segundos, ya
que sus cfectos sobre la viabilidad ulte-
rior no han sido plenamente demostra-
dos.

En estudios realizados para determi-
nar la capacidad de transmision de en-
fermedades de los embriones, en los
cuales se sometian éstos a la accion de
dosis muy elevadas de agentes infeccio-
s0s (Singh & Thomas, 1982-1987), y pos-
teriormente a diez lavados seriados con
antibidticos (sin tripsina), se observaron
los siguientes resultados: (Tabla 1)

Por eso se hace patente la necesi-
dad del empleo de tripsina para evitar
la difusiéon de los virus de [BR y Esto-
matitis Vesicular. Asi se hizo ¢n otro
trabajo por ma misma autora, y se
comprobd que tras la accion de la trip-
sina al 0,25% durante 60-90 segundos,
ninguno de los embriones sometidos a
la accion de IBR o Estomatitis Vesicu-
lar era portador del virus.

Por otro lado, en estudios serologi-
cos de la descendencia obtenida por
T.E. a partir de donantes seropositivas
o infectadas con virus de Leucemia,
Lengua Azul, Fiebre Aftosa ¢ IBR
(Singh y Mebus), ninguna de las crias
fue encontrada seropositiva, y lo mis-
mo puede decirse de las receptoras
empleadas. Unicamente se puede ase-
gurar que la combinacion de 10 lava-
dos y tripsinizacion serd efectiva en el
caso de que la zona pelacida se en-
cuentre intacta, yd (que en €aso contra-
rio los virus se replican en las células
embrionarias, donde no pueden ser
inactivados.

CONCLUSION

La transferencia de embriones ha sido
calificada recientemente, en la Sesion In-
formativa de la TIETS sobre Movimiento
Internacional de Embriones (Winegar,
Singh, Marchant, Enero 1991), como el
método mas seguro, sanitariamente ha-
blando, para el movimiento de gendtica.

Sin embargo, aunque esté demostrado
que las posibilidades de que un embrion
sea portador de una enfermedad infec-
ciosd son minimas, €sto solo es cierto en
los casos en que los embriones son ma-
nipulados de acuerdo con unos procedi-
mientos sanitarios basicos.

De la aplicacion correcta y puntual de
estos procedimientos son directamente
responsables los cquipos de transferen-
cia de embriones, y s¢ ha demostrado
que son los equipos teoricamente mejor
preparados los que conocen y aplican
los sistemas recomendados. L Oficing
Internacional de Epizootias, ¢n su 5.
edicion del Apéndice 5.2.3.1 (28 de ma-
yo de 1985), recomienda ¢l control sani-
tario de:

* equipo de recoleccion

* laboratorio de procesamiento

* productos biologicos empleados

* esterilidad del material, presencia de
antibidticos en los medios quimicos.

* estado clinico de la donante y su re-
bano (no se requicre inspeccion serolo-
gica),
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