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RESUMEN

La transferencia embrionaria en la especie porcina permite la introduccién de material
genético de otros paises o de distintas regiones dentro del mismo pais con un minimo
riesgo sanitario. Ademas, no posee las complicaciones logisticas asociadas al
transporte, cuarentena, bienestar animal y costos derivados del desplazamiento de
animales vivos. Este trabajo tiene como objetivo comunicar la puesta a punto de la
técnica de transferencia embrionaria quirurgica en porcinos. Se seleccionaron dos
cachorras como donantes de embriones y una cerda destetada como receptora. La
deteccion del celo se realiz6 mediante presion lumbar en presencia de un padrillo. La
inseminacion artificial se llevé a cabo con semen fresco refrigerado, a las 12, 24 y 36 h
luego de la deteccidn del reflejo de inmovilidad. El lavado uterino de las donantes se
realiz6 5 dias después de la segunda inseminacion. El proceso quirurgico incluyo
anestesia y laparotomia abdominal para el lavado uterino de las cerdas donantes y
transferencia quirurgica de embriones en la cerda receptora anestesiada. Se aplico
medicacién analgésica y antiespasmodica durante todo el procedimiento. El
diagnostico de gestacion se realizo por el no retorno al celo entre los dias 18 a 23 luego
del servicio, con confirmacién por medio de ecografia abdominal entre los dias 24 a 30.
Se observé de manera semanal la gestacion positiva hasta el momento del parto
(28/12/2021). El mismo fue asistido y se relevaron parametros fisioldgicos y productivos
de los lechones nacidos. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que es
una técnica potencialmente aplicable y alientan a sequir desarrollando vy
perfeccionando esta linea de investigacion.
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Surgical technique for embryo transfer in sows: first work at UNLPam

ABSTRACT

Embryo transfer in the pig species allows the introduction of genetic material from
other countries or from different regions within the same country with minimal health
risk. In addition, it does not have the logistical complications associated with
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transportation, quarantine, animal welfare and costs derived from the movement of live
animals. This study aims to communicate the development of surgical embryo transfer
technique in pigs. Two gilts were selected as embryo donors and one sow was selected
as recipient. Detection of heat was carried out using lumbar pressure in the presence of
a boar. Artificial insemination performed with fresh refrigerated semen, at 12, 24 and 36
h after the detection of the immobility reflex. Uterine lavage of the donors was
performed on the fifth day after the second insemination. The surgical process
included anesthesia and abdominal laparotomy for uterine lavage of the donor pigs and
surgical embryo transfer in the anesthetized recipient sow. Analgesic and
antispasmodic medication was applied throughout the procedure. The diagnosis of
pregnancy was made by non-return to heat between days 18 to 23 after service, with
confirmation by abdominal ultrasound between days 24 to 30. Positive pregnancy was
monitored weekly until farrowing (12/28/2021). It was assisted and physiological and
productive parameters of the piglets born were measured. The results obtained in this
work demonstrate that this is a potentially applicable technique and encourage further
development and refinement of this line of research.

Keywords: embryo transfer, surgical technique, pigs.

INTRODUCCION

La tecnologia de la transferencia embrionaria en la especie porcina permite el
movimiento de material de alto valor genético con minimo riesgo de transmision de
enfermedades, menores costos de transporte y ausencia de efectos negativos sobre el
bienestar animal durante el transporte (Martinez et al., 2019). En nuestro pais, por
ejemplo, podria acelerar el mejoramiento genético de empresas situadas al sur de la
barrera sanitaria del Rio Colorado, ya que, a través de la misma, no esta permitido el
movimiento de cerdos vivos. El uso de esta tecnologia ha recibido un especial interés
en las ultimas décadas ya que el cerdo es crecientemente utilizado como modelo de
investigacion en diferentes enfermedades humanas y en xenotrasplantes, para lo que
se requiere la produccion de animales transgénicos o genéticamente modificados
(Walters et al., 2017; Hoffe y Holahan, 2019; Hou et al., 2022).

La eficiencia reproductiva en una granja porcina puede ser medida de varias
maneras dependiendo la fase del ciclo que se desee evaluar: porcentaje de paricion,
peso al nacimiento y destete, cantidad de lechones nacidos totales, vivos, muertos y
numero de lechones destetados. Existen numerosas evidencias cientificas que senalan
a las pérdidas embrionarias como el factor principal que limita el desempeno
reproductivo de las cerdas (Edwards et al., 2012) y este tema resulta de especial interés
en la transferencia embrionaria. La implantacion embrionaria es una accion clave de la
fisiologia reproductiva en la cerda, que comienza alrededor de los 8-10 dias de
gestaciony es resultado de una serie de procesos tisulares complejos que se inicia con
la fijacion del blastocisto en el utero y termina con la formacion definitiva de una
placenta.

La intervencion quirurgica entre los dias 2 a 6 posteriores a la inseminacion y
previos al inicio del proceso de implantacién embrionaria, permite desarrollar diversas
biotecnologias reproductivas, una de las cuales es la transferencia embrionaria
quirurgica. En general, la transferencia embrionaria puede definirse como un conjunto
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de medidas que incluye los siguientes pasos de trabajo: (I) seleccion y estimulacién de
cerdas donantes, (Il) recuperacion de embriones, (lll) manipulacion de embriones, es
decir, evaluacion morfologica, almacenamiento intermedio, cultivo y transporte, y(IV) la
transferencia de embriones recuperados a receptoras (Briissow et al., 2018).

Normalmente, la cerda ovula alrededor de 15 a 20 ovocitos en cada ciclo sexual.
Sin embargo, para la transferencia de embriones es deseable recuperar un mayor
numero de embriones. Para lograrlo, se utilizan gonadotropinas exdgenas que producen
un mayor numero de ovocitos ovulados, fendmeno denominado "superovulacion®. La
respuesta superovulatoria depende de la raza. Se pueden recuperar 20-25 embriones
transferibles en razas maternas y un numero significativamente menor en razas
terminales (Ratky et al., 2001). La recuperacion de los embriones se logra
quirurgicamente bajo anestesia general, con el tracto genital expuesto a través de una
incision ventral media, que involucra un lavado retrégrado de los oviductos y/o cuernos
uterinos. La técnica de lavado endoscopico minimamente invasiva descrita por
Brissow y Ratky (1996) y Besenfelder et al. (1997) permite, hasta cierto punto, la
recoleccion repetida de embriones. Hasta el momento, debido a la anatomia del tracto
genital porcino, no se ha informado de una recoleccion exitosa de embriones de forma
no quirdrgica(Briissow et al., 2018).

Los embriones se pueden recuperar en diferentes estadios de desarrollo. En la
etapa de 1a 4 células, se recuperan desde el oviducto y los que estan en la etapa de 8
células hasta el blastocisto eclosionado se encuentran en el cuerno uterino. Después
del lavado, se realiza un examen morfolégico y se clasifica en embriones transferibles o
no transferibles (Briissow y Kauffold, 1989). Las cerdas donantes y receptoras de
embriones deben encontrarse en el mismo dia del ciclo reproductivo para alcanzar
resultados éptimos (Briissow y Schneider, 1993), aunque existen trabajos que reportan
transferencias asincronicas con diferencias entre donantes y receptoras de hasta 1dia
en el ciclo reproductivo (Webel et al., 1970; Pope et al., 1986).

El objetivo del presente estudio fue comunicar la puesta a punto de la técnica de
transferencia embrionaria quirdrgica en cerdas, utilizando una relacion donante-
receptora de 2 a 1, con el propésito de evaluar resultados reproductivos y analizar la
factibilidad econémica a nivel comercial.

MATERIALES Y METODOS

- Animales:
Se trabajo con hembras hibridas de razas maternas, Landrace x Yorkshire. Se utilizaron
dos categorias de animales. En la categoria donantes, se incluyeron 2 cachorras de
primer servicio de 8 meses de edad, con 135 a 140 kg de peso vivo y que habian
manifestado su tercer celo visible. En la categoria de receptoras se trabajo con una
cerda adulta de tercera paricion, de 20 meses de edad y 200 kg de peso vivo. Todos los
procedimientos realizados en los animales fueron aprobados por la Comision Asesora
Interna para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion (CAICUAE) de la Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Pampa(29/12/2021).

- Alojamiento:
Las reproductoras (donantes y receptora) fueron alojadas en el Centro de Genética
porcina de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLPam, ubicado en el campo escuela
UDEP Dr. Hugo Roberto Alvarez, las mismas, fueron alojadas bajo las mismas

- |
VETEC Revista Académica de Investigacion, Docencia y Extension de las Ciencias Veterinarias

Volumen 5, N2 2, 2024 (enero/junio). E-ISSN 2683-9237

SECCION COMUNICACIONES CORTAS

Pagina| 21



condiciones de ventilacion, temperatura, iluminacion, alimentacion y libre acceso al
agua de bebida.

- Manejo de los animalesy Transferencia Embrionaria:
1- Deteccion de celo

. La deteccidn de celo fue observado utilizando el método de presién lumbar, se
realizé 2 veces al dia: por la manana, a las 8 h, luego de la alimentacion, y a ultima hora
de la tarde. Para ayudar en la deteccion de celo, se utilizo un macho entero, el que paso
por delante de las cerdas para su estimulacion, mientras un operario realizaba presion
en la zona lumbar de las hembras. Los animales que presentaron reflejo de inmovilidad
ante la prueba de presion lumbar y en presencia del macho fueron consideradas en
celo, tomando ese momento como la hora cero del mismo.

2 - Inseminacién artificial

Se realizo la técnica de IA cervical, en la cual se usaron catéteres comerciales
para la IA tradicional. Se utilizo semen fresco con una concentracion de 3 x 10°
espermatozoides por dosis inseminante (volumen de 100 ml) y se administraron 3 dosis
por animal: la primera dosis 12 horas después de iniciado el celo, mientras que la
segunday tercera dosis se introdujeron a las 24 y 36 horas del inicio del mismo. Para la
técnica de IA se introdujo el catéter apuntando hacia el techo de la vagina (evitando
introducir el catéter en el meato urinario); luego se coloco el catéter de forma
horizontal con respecto al suelo y se introdujo hasta que la sonda se encontré con la
entrada del cérvix, empujando suavemente hacia adelante. Luego del depdsito del total
del semen (duracién 4 a 5 minutos), se procedié a retirar el catéter. Durante todo el
proceso de inseminacion, se presiono el anca del animal con las manos, para estimular
el reflejo de inmovilidad, a modo de simular el efecto que produce el macho durante la
monta natural.

La recoleccion de embriones se obtuvo mediante el lavado uterino 5 dias posterior a la
IA, para ello fue necesario realizar anestesia, asepsiay cirugia laparoscopica.

La anestesia de las cerdas donantes utilizé como medicacion pre-anestésica
ketamina, 15 mg/kg por via intramuscular (IM), y xilacina, 3 mg/kg IM, a la hora cero del
procedimiento anestésico. Posteriormente, se administré por via endovenosa (EV)
solucion fisioldgica de cloruro de sodio al 0,9 % con cristaloide de mantenimiento. En la
etapa de induccion (25 minutos posteriores al inicio), se administré midazolam al 0,5 %,
0,15 mg/kg EV, y se intub6 por via oro-traqueal con tubo N2 7, conectandolo a un ambu
(bolsa autoinflable). Luego se ubico al paciente en decubito supino sobre camilla a 45°,
donde se lo conect6 a un oximetro de lengua para su monitoreo. Como medicacién
analgésica y antiespasmaodica se administré dipirona, 50 mg/kg por via EV, luego de la
inducciony a las 8 h de la primera administracion, por via IM. La anestesia del paciente
se sostuvo con xilacina, 0,6 mg/kg EV, y ketamina, 3 mg/kg EV. El tubo se quitd entre 15
y 20 minutos luego de finalizado el procedimiento quirdrgico. Este protocolo
anestésico ha sido descripto previamente por Miguel et al. (2023).

Una vez anestesiada y sobre la camilla se procedié al lavado y desinfeccién de la
zona abdominal del paciente. Para ello se utilizé6 agua en cantidad suficiente, jabon
neutro y iodo povidona. Luego de la limpieza, se colocaron panos de campo estériles 'y
se procedio con la técnica de laparotomia.

3 - Lavaje uterino de cerdas donantes:
La técnica de colecta de embriones inicié con una incision por linea mediade 5 a
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6 centimetros, con hoja de bisturi N2 24 (Printex). Se expusieron los cuernos uterinos 'y
se realiz6 una incision por desgarro con pinza Allis; luego se introdujo la sonda Foley N2
16 y se procedit al lavaje de cada cuerno. La introduccidn del liquido se realizd desde el
extremo de cada cuerno (ultimos 10 cm) con 30 ml de solucién Ringer lactato
atemperado a 39°C como medio de lavaje. El medio recuperado fue colocado en placas
estériles de busqueda de embriones. Luego de retirar la sonda se realizé un punto en X
sobre el perimetrio. Este proceso se repitio en el otro cuerno uterino. Finalizado el
lavaje de ambos cuernos, se introdujeron nuevamente en la cavidad pélvica y se realizé
sutura de capas musculares, para la cual se utilizé nylon monofilamento N° 4,0 y 3
puntos simples en U, procedimiento basado en los trabajos pioneros de Kvasnicki(1951).

La busqueda de los embriones se realiz¢ utilizando una lupa estereoscépica
(Nikon, Japén) y los mismos fueron almacenados en placas de 6 Wells estériles, con
medio de cultivo Holding (Serendipia Lab, Argentina), atemperado a 39 °C en platina
téermica. Posteriormente, fueron clasificados como morulas y blastocistos de grado 1y
2 (muy bueno y bueno, respectivamente). Para realizar la transferencia, los embriones
seleccionados se cargaron en un catéter urinario estéril (Tomcat).

Una vez clasificados los embriones, se procedidé a la sedacién de la cerda receptora.
Para ello se repiti6 el procedimiento de sedacion y anestesia que se aplico a las cerdas
donantes. A diferencia de la cirugia realizada para la colecta de embriones en donantes,
la incision en las receptoras fue de 2 cm, se expuso so6lo parte del utero y se realizé una
pequena incision por desgarro con alambre de acero quirurgico estéril de 3 mm de
didmetro, por donde se introdujo el catétery se depositaron los embriones. Luego de la
implantacién se suturaron los planos musculares, como se menciond en el
procedimiento de este documento.

El diagndstico de prenez se realizé en la sala de gestacion, en primera instancia se
observé el no retorno a celo de la cerda transferida entre el dia 18 y 23 del ciclo, como
meétodo indirecto de deteccion de prenez, y luego fue confirmada mediante
ultrasonografia transabdominal entre el dia 24 y 30 del ciclo con el reconocimiento de
vesiculas embrionarias y embriones normales. Se utilizé un ecodgrafo portatil
(SonoScape vb, Shenzhen, China) con sonda sectorial y con una frecuencia de 3,5a 5,5
Mhz. La maniobra consistié en apoyar el traductor con gel obstétrico en la zona
abdominal ubicada a la altura de la penultima glandula mamaria y orientarlo hacia el
flanco opuesto.

Durante el resto de la gestacion se repitié esta maniobra semanalmente,
momento en el que se evalud el correcto desarrollo de las vesiculas embrionarias, se
midio el diametro de los embriones y se lo contrastd con valores de referencia segun el
estadio gestacional. A partir de la semana 4 de gestacion se visualizaron embriones
dentro de las vesiculas embrionarias, a partir del dia 38 a 40 se observaron fetos con
relativa facilidad y se reconocieron diversas estructuras anatémicas del feto. A partir
del dia b5 a 60 de gestacion se observaron los latidos cardiacos. Esta prueba de
viabilidad se utilizd hasta la semana previa al parto.

El parto se desarroll6 de manera natural, sin induccion y tuvo una duracién de 2,5
h. Se asistieron los lechones al nacer y se los sec6 con polvo secante; posteriormente
se realizé corte y desinfeccion del corddn umbilical, se proporcioné una fuente de calor
artificial durante 15 minutos y se realizé el calostrado de los lechones, el procedimiento

de parto se dio por finalizado cuando la cerda expulso la totalidad de la placenta.
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RESULTADOS

Se recuperaron 36 embriones en total, provenientes de dos cerdas donantes, de
los cuales 21 embriones fueron aptos para transferencia (58,4 %) y 15 se clasificaron
como no aptos (41,6 %).

De la primera donante se recuperaron 16 embriones, de los cuales, 10(62,5 %) se
encontraban fertilizados (Grado 1y 2) y 6 se encontraban detenidos en diferentes
estadios de division (37,5 %)(Imagen 1).

Imagen 1: Embriones fertilizados de grado 1y 2 en estadio de morula y embriones
detenidos en diferentes estadios de division.

De la segunda donante se recuperaron 20 embriones, de los cuales, 11(55 %) se
encontraban fertilizados (Grado 1y 2), 3 detenidos en diferentes estadios de division (15
%)y 6 no fertilizados (30 %).

Se implantaron en la cerda receptora 21 embriones, 16 de grado 1y 5 de grado 2.
No se registro el porcentaje de embriones de grado 1y 2 de cada cerda, ya que se
trabajo con pool de embriones (Imagen 2).
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Imagen 2: Transferencia embrionaria quirurgica.

La recuperacion de las cerdas donantes y receptores fue buena, alimentandose
con normalidad 3 horas posteriores a la cirugia. Tampoco se observaron
complicaciones en semanas posteriores.

El resultado de este trabajo logré una gestacion normal, concluyendo 110 dias
posteriores a la transferencia embrionaria, el dia 28 de diciembre de 2021, con el
nacimiento de 6 lechones viables con un peso promedio de 1.400 gramos, 1 lechén a
término sin vida de igual peso y un feto momificado de menor tamano (Imagen 3). De los
6 lechones nacidos vivos, 4 fueron hembras y 2 machos. El desempeno productivo de
todala camada fue normal.
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Imagen 3: Lechones nacidos por transferencia embrionaria quirurgica.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El desarrollo de la técnica cumplié con los siguientes principios de bioética en la
investigacion con animales: 1) Reduccién del numero de animales, 2) Refinamiento de la
técnicay 3) Reemplazo de animales por otras técnicas.
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1- El numero de animales utilizado fue el menor posible. Esto implico utilizar dos
cerdas donantes por cada receptora, ya que, si bien teéricamente una cerda podria
ovular hasta 25 a 30 ovulos, la fertilidad y la recuperacién en el lavaje no son del 100 %.
Si solo se hubiera utilizado una cerda donante por cada receptora se podria haber
recuperado una cantidad insuficiente de embriones de buena calidad que garanticen
una prenezy un parto a termino.

2- EI momento de la cirugia es el mas estresante parala cerday fue la etapaenla
que se tomaron los mayores recaudos, tanto en la induccion, sostén y monitoreo
anestésico como en la asepsia, velocidad en el procedimiento quirurgico y el control de
pronta recuperacion postquirurgica.

3- Existen a nivel mundial equipos de investigadores que estan trabajando en la
produccion in vitro de embriones porcinos. Para ello se trabaja con ovarios de
frigorifico, de animales que van a faena o de cerdas donantes vivas y se utiliza la técnica
de transferencia no quirtrgica para evitar el estrés en los animales (Martinez et al.,
2004). En esta experiencia utilizamos animales in vivo para recuperar los embrionesy la
transferencia fue de forma quirurgica. El valor reproductivo de las dos cerdas donantes
ha sido un factor preponderante a la hora de seleccionar esta técnica.

El motivo de este trabajo fue poner a punto la técnica quirurgica de
transferencia de embriones porcinos. En nuestro pais, esta tecnologia fue
implementada por primera vez por el Dr. Alejandro Wust, de la Universidad Nacional de
Lomas de Zamora, quien logro el primer nacimiento de lechones en una cerda receptora
el dia 24 de agosto de 1985 (diario Tiempo Argentino, 31/8/1985). Actualmente, existen
algunos grupos de trabajo de otras universidades que estan realizando investigaciones
en transferencia quirdrgica y no quirurgica de embriones, como por ejemplo en la
Universidad de Buenos Aires (Luchetti et al., 2017). Claramente, la técnica quirurgica
requiere mayores cuidados del animal, ademas de mayores insumos, recursos humanos
capacitados, logistica y, por ende, mayores costos. Diversos equipos de trabajo
interdisciplinarios a nivel mundial trabajan en la tecnologia de xenotrasplantes, donde
el modelo animal es el porcino. Esta es otra importante tecnologia que demandaré en el
futuro equipos de veterinarios que dominen los procedimientos de transferencia
embrionaria.

En la actualidad diversos grupos de trabajo estan investigando y analizando
adaptar otras técnicas in vitro relacionadas con la transferencia de embriones, como la
fertilizacion y el cultivo in vitro, la criopreservacion/vitrificacién, la produccién in vitro
de embriones idénticos (bisecciéon, proliferacién de blastémeros individuales),
transferencia nuclear (clonacion), sexado y transferencia de genes. Los trabajos con
embriones producidos in vitro demandan seguir trabajando para mejorar los resultados
obtenidos (Valadao et al., 2020). Diferentes grupos de investigacién a nivel mundial
estan utilizando la transferencia no quirdrgica de embriones vitrificados, con catéteres
intrauterinos menos invasivos, con deposito de embriones en la primera porcion de los
cuernos uterinos, con resultados de prenez del 60 % y tasa de partos efectiva de hasta
el 21 % (Tajima et al., 2020). Estas técnicas necesitan procedimientos especiales de
manipulacion y cultivo, lo que conlleva un alto costo, por lo que es imprescindible tener
puesta a punto la técnica de transferencia para que la gestacion tenga éxito.

En nuestro estudio, la transferencia quirurgica de embriones puede
considerarse exitosa ya que se obtuvo el nacimiento de un numero importante de
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lechones viables. El desarrollo de este tipo de técnicas reproductivas tendra un gran
impacto futuro, tanto en la conservacion del estatus sanitario nacional, en la
conservacion de material genético y, posiblemente, en el desarrollo de avances en
salud humana a través de la tecnologia de xenotrasplantes.
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