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Produccion in vitro y transferencia de embriones porcinos: Revision de Literatura
Oscar Vidal Mancias Andrade

Resumen. La presente investigacion da a conocer el proceso de la produccion in vitro de embriones
y su posterior transferencia de estos en ganado porcino. Esta es una técnica que ha sido investigada
por aflos y actualmente se quiere volver mas eficiente por la alta demanda de carne y sus derivados
provenientes de esta especie. Ademas, también se requiere de esta practica para obtener un buen
numero de lechones en las camadas ya que los cerdos son de suma importancia para poder realizar
xenotrasplantes por la similitud entre este ganado y los seres humanos. Para que este proceso de
produccion in vitro pueda llevarse a cabo hasta la culminacion en su transferencia a las madres
receptoras incluye diversos pasos. Se debe considerar las caracteristicas de ambos padres ya que
su descendencia se vera influenciada por ellos. Se trabaja con gametos femeninos (ovocitos) y
gametos masculinos (espermatozoides). La calidad de las células afecta el origen de los embriones
y su posterior desarrollo. Existen diferentes parametros a tomar en cuenta para evaluar la calidad
de las células espermaticas, asi como también los ovocitos. Para la maduracion y fertilizacion in
vitro se implementan diferentes medios para el desarrollo 6ptimo de los gametos y de los
embriones. Los medios a utilizar varian de acuerdo con la etapa del procedimiento. Al culminar
este proceso se prosigue a la transferencia de los embriones obtenidos, en la madre receptora bajo
diferentes métodos cada uno con caracteristicas especificas, asi como ventajas y desventajas.

Palabras clave: Fecundacion, gametos, maduracion, medios.

Abstract. The main purpose of this literature review is presenting the process of in vitro embryo
production and their transfer in pigs. This technique has been studied for years and its current goal
is increasing efficiency because of the markets’ demand for meat and derivatives of such organism.
Besides, with the use of this practice, a bigger litter can be achieved, and they are required for
xenotransplantation because of the similarity between pigs and human beings. Several steps need
to be followed in order to complete the in vitro production process ending in the embryo transfer
in the receiving female. Both, male and female donors’ characteristics have to be considered
because they will affect their descendants. This process works with female gametes (oocytes) and
male gametes (sperms). The cells’ quality affects the origin of embryos and their development.
Several parameters have to be considered in order to evaluate spermatic cells as well as oocytes.
Different media are used for in vitro maturation and fertilization; this is for gametes and embryos
to have an optimum development. Media used depends on the stage of the process. Once in vitro
production is done, embryo transfer takes place in the receiving swine. This transfer can be done
under different methods and each has its own characteristics as well as advantages and
disadvantages.

Key words: Fertilization, gametes, maturation, media.
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1. INTRODUCCION

La carne porcina es la que mas se consume, representando el 36.5% de consumo total de carne a
nivel mundial (FAO 2020). Este antecedente da informacion acerca de la necesidad de produccion
de carne de este ganado para sustentar y proveer la demanda del mercado.

Con la alta necesidad de este producto no solo con fines comerciales de consumo, sino que dado la
similitud del cerdo con el ser humano en caracteristicas como: anatomia, dieta, respuestas
fisiologicas y fisiopatologicas y dado la escasez de donadores de organos, sin duda éstos se han
convertido en esenciales en los xenotrasplantes (Marinone et al. 2018). Estos avances en las
diferentes ciencias han sumado importancia a la implementacion de nuevas técnicas y
procedimientos para volver més eficiente la produccion de porcinos y sus derivados en términos
de tiempo, cantidad y calidad.

A través del tiempo el hombre ha trabajado buscando reproducir artificialmente los eventos de la
maduracion, fertilizacion ovocitaria, y el desarrollo embrionario temprano (Mucci et al. 2006),
desarrollando e implementando diversas técnicas para poder cumplir con los altos requerimientos
de demanda.

Algunas de estas técnicas son: el uso de semen sexado, la produccion y transferencia de embriones,
asi como la practica de la inseminacion artificial (IA) la que a su vez puede ser: inseminacion
artificial estandar o cervical “Standard Artificial Insemination” (SAI), inseminacion artificial post
cervical “Post Cervical Artificial Insemination” (PCAI), e inseminacion artificial intrauterina
profunda “Deep Intrauterine Artificial Insemination” (DUI) (Luchetti ez al. 2017; Martinez Madrid
2002).

El avance tecnoldgico se ha vuelto una necesidad y el area de ciencias animales no es la excepcion,
todo cambio e implementacion de biotecnologia entendida como la aplicacion de la ciencia e
ingenieria en el uso directo o indirecto de organismos vivos o parte de ellos en sus formas naturales
o modificadas (Hernandez Fonseca 2010), amerita inversion, no solo en infraestructura, sino en
equipo de alta calidad y personal especializado para que dichos procesos y procedimientos se lleven
a cabo de manera 6ptima maximizando la produccion y minimizando las pérdidas.

La técnica de produccion in vitro y transferencia de embriones ha presentado un auge importante,
ya que ofrece la posibilidad de obtener embriones a bajo costo para ser utilizados con fines de
estudio o propdsitos comerciales (Mucci et al. 2006). En este ultimo caso permitiria poder suplir
la demanda de dicho producto animal de manera mas eficaz.

El trabajo da a conocer el proceso de produccion de embriones in vitro y su posterior transferencia
a la madre receptora, sin embargo, para llegar a esta etapa se guiard en un recorrido por la secuencia
que se lleva a cabo para el éxito de ambos procesos buscando como resultado la obtencion de la
viabilidad de los embriones en la madre receptora.

La transferencia de embriones ha generado un interés particular por la mejora del material génico
de las crias. La implementacion de esta técnica ayuda a la reproduccién del ganado porcino,



transfiriendo buena genética de un padre y madre a sus descendientes y un riesgo minimo de
transmision de enfermedades (Gomis Almendro 2013).

Al momento de iniciar el proceso es importante considerar algunos aspectos de los padres, que van
a ser utilizados para poder crear los embriones. El sistema de produccion debe analizar
caracteristicas fenotipicas propios de la madre y el padre a seleccionar (Cérdova-Izquierdo 2020).
Esta consideracion del fenotipo de los progenitores es fundamental en las crias ya que la genética
se mantendria debida a la seleccion, permitiendo que las caracteristicas queden en los lechones que
en un futuro pueden volverse madres de reemplazo o donadores de dvulos o de material seminal
en machos.

Otra caracteristica para tomar en consideracion es la edad, pardmetro que no sélo influye en la
calidad seminal del verraco sino también en la fertilidad de este (Quintero-Moreno et al. 2008). La
recoleccion de gametos es otro de los aspectos determinantes para el éxito de la produccion de
embriones y su posterior transferencia. Llegando por tltimo a lo que es el epicentro de la revision
tematica que consiste en la produccion in vitro y la transferencia de embriones, definiendo como
transferencia o transferir: “pasar o llevar algo de un lugar a otro” (Real Academia Espafiola 2014).

El objetivo de esta investigacion es enumerar y describir cada una de las etapas y los diferentes
pasos para llevar a cabo la produccion in vitro de embriones y su posterior transferencia a la hembra
receptora. Ademas, se consideran los parametros de seleccion tanto de gametos masculinos como
femeninos y los diferentes medios para su desarrollo Optimo. La produccion in vitro y la
transferencia de embriones conlleva en si una serie de etapas de las que se hara una revision en el
contenido tematico.



2. GENERALIDADES

La produccién de embriones in vitro es una técnica que estd en auge por muchas razones, sin
embargo, en el campo de las ciencias animales (ganado porcino) la importancia radica
principalmente en la calidad de la cria obtenida. Esta técnica vuelve mas eficiente la reproduccion
animal ya que la fecundacion se realiza en laboratorio bajo estandares orientados a la minimizacion
de riesgo de enfermedades y anomalias congénitas. Para la produccién de embriones es necesario
seguir un proceso, determinado por una serie de pasos secuenciales que da por resultado la
obtencién de los embriones in vitro y su posterior implantacion en la madre receptora. Este proceso
esta conformado por diferentes pasos, que son:

1. Seleccion de padres

2. Recoleccion de gametos

3. Produccion in vitro

4. Transferencia de embriones

Para lograr una comprension total del proceso en si de produccion y transferencia de embriones es
necesario hacer una revision previa de dos aspectos que, si bien es cierto no son propios de la
técnica en si, pero son determinantes para el éxito de ambos procesos que serdn especificados a
continuacion.



3. SELECCION DE PADRES

Este es el primer paso para obtener un buen resultado en cuanto a la calidad de los embriones. La
seleccion de las caracteristicas que se desean en los nuevos organismos es necesaria y para cumplir
con estos requerimientos es importante revisar los registros de ambos: padre y madre, para evitar
consanguinidad y cualquier discapacidad o caracteristica no deseada, para que los nuevos
organismos no presenten dichos defectos.

Hay caracteristicas de alta, media y baja heredabilidad. Las de baja heredabilidad como lo es la
prolificidad es esencial en produccion de ganado porcino (Boylan ef al. 1961).

Del padre donador se necesitan las células espermaticas para poder llevar a cabo la fecundacion
del ovulo. Es necesario prestar atencion en aspectos que pueden influir en la calidad y cantidad de
material seminal que se pueda obtener del verraco. Caracteristicas como: edad, estimulo sexual,
raza, estrés y tamafo testicular, influyen en lo mencionado previamente (Valverde-Abarca et al.
2018).

Se debe tomar en cuenta las mejores caracteristicas que posea la hembra donadora y obtener los
ovulos de ella y el registro de parientes de la madre también debe considerarse para evitar que las
crias posean caracteristicas que no provean beneficios a la productividad.



4. RECOLECCION DE GAMETOS

Una vez habiendo seleccionado los padres se procede a la recoleccion de gametos (6vulos y
espermatozoides).

Recoleccion de ovulos

Un 6vulo es un gameto que lleva la informacion genética de la madre donadora. Esta parte del
proceso es primordial ya que es la base para el procesamiento de produccioén de embriones. Existen
dos maneras de obtener el material por parte de la madre donadora, estos son: mediante un método
quirtrgico de recoleccion, o con un método no quirtrgico para obtener los 6vulos (Hazeleger y
Kemp 2001). Es necesario esperar a que las cerdas presenten al menos su tercer estro para realizar

esta actividad ya que en cerdas prepuberes la calidad de los ovocitos es menor (Marinone et al.
2018).

Método quirurgico para obtencion de évulos

Esta técnica ha sido utilizada desde 1960, consiste en realizar una incision en la parte media ventral
del abdomen, se hace la insercion de un tubo delgado y luego se hace el lavado de los cuernos
uterinos. Este procedimiento estd limitado a realizarse pocas veces (2-3) debido a la formacion de
la cicatriz y adherencias (Hazeleger y Kemp 2001).

Otra alternativa es obtener los gametos femeninos del tracto reproductor después del sacrificio de
la cerda y de dicha manera disminuir los costos (Fernandez Reyes et al. 2009).

Esta técnica luego se mejord para disminuir el trauma y se paso a la endoscopia, mediante la cual
se pueden recolectar embriones tanto del oviducto como del utero (Hazeleger y Kemp 2001). Debia
desarrollarse una técnica en la cual se disminuyera el trauma al organismo, cumpliendo con los
parametros de bienestar animal y esto dio origen al método no quirargico.

Método minimamente invasivo/no quirurgico para obtencion de 6vulos

Este segundo método estd en investigacion ya que no se puede usar en todas las cerdas, sino
unicamente en las que cuenten con cuernos uterinos cortos. Este acortamiento de los cuernos se
puede realizar mediante la reseccion desde la punta de los cuernos hasta la base de estos (cercano
de la bifurcacion). Una vez realizado este proceso se procede al lavado o “flushing” que es similar
al realizado en ganado bovino. Cabe mencionar que no se ha logrado desarrollar un procedimiento
no quirargico en su totalidad (Hazeleger y Kemp 2001).

Es importante recalcar que los ovocitos deben ser almacenados inmediatamente para evitar su
deterioro debido a la concentracion de oxigeno, cambios de pH y condiciones luminicas (Torres-
Osorio et al. 2019), que podrian afectar la interaccion con el espermatozoide al momento que éste
quiera fecundar o podria formarse un embrion cuyas probabilidades de desarrollarse se disminuyen.



El estudio de los espermatozoides también es un factor importante porque, aunque se obtengan
buenos ovocitos de una hembra donadora, también se debe contar con semen de un verraco que
posea caracteristicas adecuadas para el sistema de produccion en el cual se estd trabajando; si la
calidad de los espermatozoides no es la mejor, entonces ese ovocito se perdera.



5. PRODUCCION DE EMBRIONES IN VITRO

La produccion in vitro (PIV) ha sido de gran interés para la creacion de nuevos organismos. Para
el procesamiento de produccién de embriones es obligatorio mantener las condiciones adecuadas
tales como la temperatura y el medio en el cual estos estaban en la madre donadora.

Este proceso esta compuesto por: la maduracion in vitro (MIV), la fecundacion in vitro (FIV) y el
cultivo in vitro de embriones (CE), hasta alcanzar el estadio de blastocisto. La polispermia uno de
los principales obstaculos al cual se enfrenta la PIV (Martinez Madrid 2002).

Maduracion in vitro (MIV)

La maduracién de los embriones es un proceso en el cual se quiere dar origen a ovocitos con la
misma calidad como si fueran in vivo (Gonzales-Figueroa y Gonzales-Molfino 2005), sin embargo,
en la actualidad el desarrollo hasta el estadio de blastocisto de los embriones PIV es todavia bajo
(Martinez Madrid 2002) con resultados variables segin los protocolos y grupos de trabajo
(Niemann y Rath 2001) y se da en medios de cultivo especificos para cada etapa de la maduracion
(Ruiz 2010).

Para mejorar el sistema de MIV se recomienda una buena seleccion y manipulacion de los ovocitos
tomando en cuenta los siguientes factores:

1. Condiciones de transporte de los ovocitos al laboratorio: Al incrementarse el tiempo de
transporte se reduce la maduracion (Martinez Madrid 2002)

2. Tamaio del foliculo (Yoon et al. 2000)

3. Método de recoleccion (Fernandez Reyes et al. 2009; Hazeleger y Kemp 2001; Torres-Osorio
etal.2019)

Los medios se mantienen en incubadoras ya que una vez los ovocitos son introducidos en el mismo,
se deben mantener en un microclima o ambiente controlado, (osmolaridad, pH, composicion idnica
del medio, temperatura, tension de COz, O2, del incubador; volumen de cultivo y tiempo de
incubacion) (Garcia Rosello 2008; Ruiz 2010).

Estos controles deben realizarse ya que los ovocitos pueden pasar desde horas hasta dias bajo estas
condiciones y resultar en un buen desarrollo (Ruiz 2010).

En este aspecto son necesarias algunas condiciones de cultivo entre ellas: duracion del cultivo
durante la MIV (36 a 48 horas), temperatura, atmosfera de cultivo de embriones porcinos (5% de
CO2y 95% humedad) (Martinez Madrid 2002).

Para la MIV de embriones porcinos se han utilizado diversos medios entre ellos: “Whitten”, KRB
“Krebs Ringer Bicarbonato”, NCSU23 “North Carolina State University”, TCM199 “Tissue
Culture Medium 1997, “Waymouth” (Martinez Madrid 2002). Sin embargo, en un estudio
realizado recientemente, el medio con mejores resultados fue el NCSU-37. A pesar de que la
concentracion y elementos usados son los mismos (sorbitol, cisteina, glucosa, fluido folicular



porcino o PFF) entre el medio NCSU-23 y NCSU-37, es la presencia de gonadotropinas en este
ultimo lo que colabora en la obtencion de una mejor tasa de maduracion (Pyoos-Daniels et al.
2019). Cabe mencionar que la concentracion recomendada de PFF es el 10% de la dosis total
(Martinez Madrid 2002). La suplementacion con PFF mejora la maduracién sin embargo se
considera una molécula no caracterizada y es por esto que se podria hacer uso de LH y FSH en los
medios que llevaria la maduracion in vitro hasta un 82% (Ducolomb Ramirez et al. 2005).

El medio de cultivo debe ser lo mas parecido al fluido oviductal (FO) brindando los elementos
necesarios para la maduracion. El medio de cultivo y el FO se diferencian en las concentraciones
que se utilizan y también en las combinaciones de elementos que se hacen (Romar 2001). Se
observo que el enriquecimiento de los medios de cultivo con suplemento de tipo fluido folicular
porcino (PFF), que es el fluido fisiologico que llena el antro folicular y bana al ovocito en
condiciones in vivo, estd compuesto basicamente por hormonas esteroideas (principalmente
estrogenos), gonadotropinas, factores de crecimiento, proteinas plasmaticas, enzimas, entre otros
factores aumentando el porcentaje de maduracion (Garcia Roselld 2008; Martinez Madrid 2002).

Otros suplementos utilizados en los medios para la MIV son: suero fetal bovino (FCS), albumina
sérica bovina (BSA), glutation (GSH), Cisteina (Cys), Gonadotropinas, factor de crecimiento
epidérmico (EGF) (Garcia Roselld 2008).

Fecundacion in vitro (FIV)

La FIV es el estudio de la penetracion de una célula espermatica a un ovocito y la conservacion de
material genético (Gadea Mateos et al. 1998), fuera del tracto genital (Garcia Roselld 2008). El
ovocito debe contar con una estructura intacta y fisiologia normal (Gadea 2001).

Esta parte del proceso que lleva al desarrollo de embriones ayuda a medir la capacidad de las células
espermaticas de poder fecundar el dvulo, es decir, mediante este paso se mide la calidad del
material seminal, que a su vez da informacion acerca del verraco donante (Coérdova Izquierdo
2002). Cabe mencionar que la duracion de esta etapa es de 52 horas (Mufioz Valdéz 2005).

La conservacion de gametos no debe excederse ni ser menor a tres horas, ya que al sobrepasarse
de este tiempo aumenta la posibilidad que ocurra una polispermia, mientras que la conservacion de
los gametos por un menor tiempo no presenta una mejora en tasas de penetracion y polispermia.
Por ende, el uso de tres horas en la incubacion de gametos tanto masculinos como femeninos es el
optimo (Marinone et al. 2018).

Con respecto a los ovocitos, se recomienda que se incuben ya sea en 10% o 30% en fluido oviductal
porcino (FO) para aumentar la monospermia sin afectar la tasa de penetracion de espermatozoides.
Ademas, previo a iniciar la FIV, los espermatozoides se deben centrifugar para separarlos del
plasma seminal. Asi como también se debe suplementar calcio extracelular (Ca™) al medio (cuyo
rango o concentracion se encuentra bajo estudio) para el desarrollo y cumplimiento de la reaccion
acrosomal y la capacitacion espermadtica (Marinone ef al. 2018).

Los medios mas recomendados para FIV son TBMm y TALPm. La m significa modificado ya que
ambos fueron suplementados con BSA y cafeina. Cabe mencionar que el TBMm debe prepararse
un dia previo a su uso para el equilibrio del pH (Martinez Madrid 2002). Ambos medios comparten
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elementos como cloruro de sodio y de potasio, piruvato de sodio, glucosa, cafeina y BSA. A pesar
de tener los mismos elementos, las concentraciones varian (Coy ef al. 2002). Es importante saber
que si dichos medios son suplementados con LH y FSH se podria alcanzar un 70% de los ovocitos
fecundados (Ducolomb Ramirez ef al. 2005). Las etapas y consideraciones para llevar a cabo una
buena FIV seran definidos a continuacion:

Preparacion de las células espermaticas para fecundacion

En esta etapa se deben tomar en cuenta las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del
material seminal. Para la evaluacion macroscépica no se requiere ningiin equipo especial, pero si
amerita a una persona capacitada y experimentada en este campo, estudios refieren que la
evaluaciéon macroscopica no s6lo comprende la identificacion de las fracciones seminales sino
también el volumen y color del semen, sin embargo, algunos otros incluyen en esta evaluacion
macroscopica el olor, la consistencia, limpieza o pureza y el pH de la eyaculacion obtenida
(Coérdova Izquierdo 2020; Romar 2001).

Es importante sumar a este andlisis superficial, el de las caracteristicas microscopicas ya que en
estas se define la capacidad del espermatozoide para realizar la fertilizacion, dentro de dichas
caracteristicas se incluyen: concentracion, morfologia, motilidad y viabilidad (Cérdova-Izquierdo
y Cérdova-Jiménez 2007). Con el proposito de profundizar en las caracteristicas que debe presentar
el material seminal, se analizaran una a una:

Valoracion macroscopica del semen

Fracciones del material seminal. Existen dos fracciones en el semen: la fraccion rica y la fraccion
pobre. La fraccion rica debe su nombre a que contiene la mayor cantidad de células espermaticas,
es decir, tiene un alto nimero de gametos masculinos. Por otro lado, se encuentra la fraccion pobre
que incluye cierto naumero de espermatozoides, pero no tan importante como el de la primera
fraccion.

La eyaculacion puede presentarse por ondas o de manera intermitente, por lo general solo se
presenta una unica onda, pero hay ocasiones o verracos que pueden presentar mas de una. La
presencia de més de una onda no tiene efecto alguno ya que el 82% de los espermatozoides se
obtienen en la primera onda (Coérdova-Izquierdo y Coérdova-Jiménez 2007). Terminada la
identificacion de las fracciones se procede a la evaluacion del color y volumen obtenido.

Color y volumen del semen. El volumen puede variar desde 200 hasta 300 mL, con un valor
promedio de 250 mL de material seminal en una sola eyaculacioén. Para poder realizar este analisis,
se requiere el uso de herramientas como: bolsas con graduacion, probetas o que al menos el
recipiente en el cual se realiza la colecta sea graduado. En referencia al volumen del material
eyaculado, su valor se utiliza para calcular la concentracion espermdtica. A mayor cantidad de
eyaculaciones menor es el volumen que se obtiene, y por ende menor va a ser la cantidad de
espermatozoides funcionales (Hernandez 1998).

Ademas, se recomienda que el recipiente de recoleccion sea transparente ya que es la Uinica forma
de poder evaluar la coloracion del semen. El color que se espera para poder determinar que es un
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buen material debe ser blanco y lechoso (Cérdova-lIzquierdo y Cordova-Jiménez 2007), si se
encuentra alguna otra pigmentacion en el semen (tonos marrones, amarillentos, o rojizos) debe
considerarse varios factores, entre ellos: que no es de la mejor calidad, que se contamind (por
orina), por condiciones propias del tracto reproductor del macho donador e importante tener en
consideracién que la coloracién también puede variar de acuerdo a la alimentacion que recibe el
verraco (Gonzalez 2006).

Es necesario tener presente que hay factores en los que se puede influir ya sea modificandolos o
cambiandolos para mejorar la calidad de los espermatozoides, siendo algunos de los mas
destacados la dieta, ya que existen elementos en ella que pueden mejorar la calidad, pero a la vez
puede haber elementos en exceso como el Selenio (Se) que al ser excretados por el verraco pueden
ser contaminantes para el medio ambiente, interfiriendo en la viabilidad de la célula espermatica e
incluso llevar a una degeneracion testicular (Latorre Gorriz 2006).

Sin embargo, se reportd que cerdos con dietas bajas en Selenio presentaban espacios entre la cola
y la membrana plasmatica del espermatozoide, dificultando el movimiento (Salazar 2017).

Olor. Es una caracteristica que no requiere de ningun tipo de equipo. La persona encargada de
cumplir con esta practica debe contar con experiencia ya que su Unica herramienta es el sentido del
olfato. Cualquier olor ajeno al propio de la eyaculacion del verraco, fétido, extrafio o inodoro
presenta una desventaja ya que se puede dar por condiciones inadecuadas en los testiculos. Es de
mencionar que el olor a orina tampoco debe presentarse ya que de ser asi es porque se realizoé una
mala practica del colector o el verraco padece de alguna patologia (Cordova Izquierdo 2020).

Limpieza y pureza. El material seminal que se obtenga de la colecta debe estar libre de cualquier
objeto ajeno al semen. El uso de filtros ayuda a que se evite la contaminacion como tierra o basura
(Cérdova Izquierdo 2020). Para evitar la contaminacion de residuos de orina o vellos es necesario
recortar y rasurar el prepucio del macho. La viabilidad de los espermatozoides depende del medio
en el que se desarrollen y éste, a su vez, debe ser lo més parecido al ambiente dentro del macho,
incluyendo el pH.

pH. Otro aspecto que debe considerarse es la acidez que exista en el eyaculado. El pH se considera
una evaluacion macroscopica ya que no se requiere mas que tiras reactivas para determinar su
acidez o alcalinidad. En este anélisis se permite un rango de 6.8 a 7.4 (Cordova Izquierdo 2020).
Una vez hecho el andlisis a nivel macroscopico del material seminal se procede al andlisis
microscopico de la eyaculacion.

Evaluacion microscopica del semen. La evaluacion de este aspecto es importante para determinar
la capacidad de los espermatozoides para llegar hasta el gameto femenino, superando las
limitaciones que se presenten independientemente del tipo de reproduccidon que se practique, y
realizar la fertilizacion. Hay cuatro parametros que deben ser considerados en dicha evaluacién que
van a ser detallados a continuacion.

Concentracion de las células espermaticas. Al momento de hablar de la concentracion de
gametos masculinos se refiere al nimero de espermatozoides en el volumen colectado de la
eyaculacion del verraco. El conteo de las células masculinas obtenidas se realiza con el uso de la
Cémara de Neubauer (Figura 1), también conocida como hemocitémetro, por ser la més practica.
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Conocer esta informacion es de suma importancia ya que junto con el dato obtenido del volumen
del eyaculado se determina el nliimero de dosis en el cual se puede dividir el material seminal
(Cordova-Izquierdo y Coérdova-Jiménez 2007). Sin embargo, el uso del método mencionado
previamente varia de acuerdo con la experiencia de la persona que realice el conteo y esta
variabilidad influye en el resultado que se obtenga, el cual puede disminuir con el uso de un método
de conteo automatico. Es por esto por lo que se implement6 el uso de la espectrofotometria (Figura
2) ya que es mas eficiente y la variabilidad es menor (Rodriguez et al. 2008). Si se basa en la
precision existe un método manual mas eficiente que la espectrofotometria y se realiza con la
Cémara de Biirker. Es mas preciso en comparacion al método automatico ya que el
espectrofotometro incluye las células espermaticas muertas y aglutinadas en su conteo (Camino et
al. 2019). La concentracion recomendada de espermatozoides por ovocito es de 10000:1
(Fernandez Reyes ef al. 2010). El nimero de espermatozoides no importaria si estos no cuentan
con la forma (morfologia) adecuada porque dificultaria la capacidad y la habilidad de moverse
(motilidad) hasta el 6vulo que debe ser fecundado.

Figura 2. Espectrofotometro para andlisis de concentracion de espermatozoides (Grau 2020).
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Morfologia de los espermatozoides. Morfologia se refiere a la forma que van a tener las células
espermadticas que existan en el eyaculado. En la eyaculacion obtenida no deberia haber mas de un
10% de espermatozoides con anomalias (Figura 3). Las anormalidades pueden presentarse en
cabeza, cuello, cola, y estas alteraciones morfologicas estan asociadas a infertilidad (Cérdova
Izquierdo 2020; Hernandez 1998).

Normal Defectos en la cabeza Sin Acrosoma
fa®

[T

Defectos en el cuello Defectos en la cola

Figura 3: Anomalias de las células espermaticas (Cérdova Izquierdo 2020).

Motilidad individual de los espermatozoides. La motilidad en los espermatozoides es el
movimiento de las células espermaticas en el medio que se presenten para poder cumplir su funcién
de realizar, junto con el dvulo, la fertilizacién y dar origen a un embrion. Hay varias diferencias
entre razas de verracos y dentro de las mismas también hay diferencias de macho a macho, pero no
se puede confirmar que los organismos que provean células espermaticas con menor motilidad
signifiquen que su fertilidad sea menor (Sonderman y Luebbe 2008).

Dentro del tema de este mismo aspecto se evalua la motilidad progresiva y no progresiva. La
motilidad progresiva hace referencia a espermatozoides que cuentan con movimiento de avance
rectilineo, cualquier otro movimiento diferente se considera un movimiento no progresivo.

Debido a esto la motilidad individual progresiva es indicador de la calidad seminal, estableciendo
que una motilidad progresiva del 70% se considera un semen de buena calidad (Hernandez 1998).
Siendo el movimiento progresivo el que se necesita para que la célula espermatica llegue hasta el
ovulo y lo fecunde. Se debe conocer el nimero de espermatozoides vivos en lo que se colectd ya
que mediante este dato se van a conocer el nimero de fertilizaciones que podrian lograrse
(Hernandez 1998).

Viabilidad. Este aspecto se mide posterior al analisis de la motilidad de las células espermaticas
ya que la inica manera de saber si el espermatozoide va a cumplir su funcion de fertilizar el 6vulo
es sabiendo si este tiene buena motilidad. La viabilidad es el numero o porcentaje de
espermatozoides vivos que existan en el semen colectado. Para calcular la viabilidad se hace uso
de colorantes como eosina-negrosina. El aporte de este colorante se hace mediante la coloracion
de gametos masculinos muertos; por otro lado, las células reproductoras masculinas que se
encuentren vivas no se van a tefiir. Para determinar la calidad del semen, basandose en este aspecto,
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se conoce que el porcentaje de espermatozoides vivos debe estar sobre el 70% (Cordova Izquierdo
2020).

Al igual que en el proceso de MIV, existen también medios utilizados para la FIV entre ellos:
TCM199, Medio BO “Brackett and Oliphant medium”, la solucion KRBm “Krebs Ringer
Bicarbonate modified”, el medio TBM modificado “Tris Buffered medium”, y el medio TALP
modificado “Tyrode-Albumin-Lactate-Piruvate medium” (Garcia Rosell6 2008; Martinez Madrid
2002).

Cultivo in vitro de embriones (CIV)

En los primeros estudios sobre CIV no se logro sobrepasar el estadio cuatro de células, este estadio
se prolonga durante 24 horas in vivo y es la fase en la que se produce el paso de los embriones
porcinos del oviducto al ttero (Martinez Madrid 2002). Sin embargo, mediante la aplicacion de
esta técnica in vitro puede prolongarse de seis a siete dias para obtencion de embriones en estadio
de blastocisto (Mucci et al. 2006). Esta etapa puede variar entre 13 a 18 horas para evaluar la
fecundacion y seis dias para analisis del desarrollo embrionario (Gomis Almendro 2013).

El medio 6ptimo para el desarrollo de los embriones es el tracto reproductor de la cerda, sin
embargo, estos mismos (embriones) se pueden desarrollar hasta el estadio de blastocisto en otras
especies como la oveja.

Con la suplementacion de la glutamina (aminoacido) se ha mejorado el desarrollo de los embriones
porcinos in vitro (Gil Corbalan 2008), pese a esta mejora el desarrollo de los embriones es mas
lento que en vivo, y dan lugar a un blastocisto con un menor nimero de células, unido a una
progresiva pérdida de la viabilidad (Martinez Madrid 2002).

Debido a esto algunas condiciones de CIV deben tomarse en cuenta:

a. Tension de Oxigeno
b. Relacion embriones / volumen medio

Como se hizo mencion anteriormente, los medios de cultivo son los encargados (junto con el
ambiente controlado) de conservar ya sean los gametos o los embriones hasta que estos sean
transferidos a la hembra receptora.

La composicion de los medios de cultivos de embriones requiere de:

a. Fuentes energéticas (Petters et al. 1990)

b. Fuente proteica: Aminoacidos, macromoléculas
c. Agua

d. Sales inorganicas (Garcia-Vasquez y Matés 2001)

El medio de cultivo que ha proporcionado los resultados mas favorables es el medio de cigoto
porcino (PZM), en cuanto a calidad y cantidad de blastocistos ademéas que no es necesario realizar
ningun cambio en el medio para cambio de fase como se debe hacer en el medio Universidad de
Carolina del Norte-23 (NCSU-23 por sus siglas en inglés) (Marinone et al. 2018).

13



La prueba definitiva que va a medir la viabilidad embrionaria es el establecimiento de gestaciones
y el nacimiento de crias vivas, tras la transferencia a una hembra receptora.
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6. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

Para que este paso se pueda presentar es necesario recurrir a otras técnicas como: la sincronizacion
de celo tanto de la hembra donadora como la madre receptora y también se debe llevar a cabo una
superovulacion (Cordova Izquierdo 2002).

Hasta el momento se han utilizado tres tipos de técnica:

1. La transferencia quirargica clasica mediante laparotomia e introduccion de los embriones en el
oviducto o en el cuerno uterino cuyos porcentajes de gestacion van desde 17% al 100% y tamafios
de camada de 2.4 a 10.8 lechones

2. La técnica de laparoscopia con porcentaje de gestacion de 14% al 90% y camadas que oscilan
entre siete a nueve lechones

3. Procedimientos no quirurgicos basados en el abordaje transcervical, tienen la ventaja de no
necesitar sedacion y son minimamente invasivos, sin embargo, los porcentajes de gestacion va
desde 9% al 64% y las camadas de 3.1 a 10.9 lechones (Garcia Rosell6 2008).

Actualmente, se estd practicando la transferencia no quirtrgica de embriones (TnQ) (Figuras 4 y
5) que consiste en la deposicion de los embriones mediante un catéter atravesando el cérvix,
alcanzando la profundidad del cuerno uterino en poco tiempo (3-5 minutos) en la mayor parte de
las cerdas receptoras (95%). La TnQ presenta facilidades tanto a las empresas como a los clientes

como: conservacion de genética por periodos prolongados y simplifica el transporte internacional
(Martinez 2014).

Cuerno utering

Insercidn del catéter de
transferencia en el interior de un
cuerno uterino; obsérvese la
silueta del catéter en el interior del

cuerno

Wista interna del conducto cervical,
donde se pueden observar los pliegues
cenvicales, v de la disposicidn del catéter
de transferencia después de su
insercidn

Catéter de
transferencia no

quirdrgica de
embriones
porcinos

Figura 4. Transferencia de embriones no quirtrgica en cerdas (Martinez 2014).
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Figura 5. Procedimiento de transferencia de embriones no quirurgica en cerdas (Martinez 2014).

Un dato importante a la hora de la TE es la edad del embrion, los mayores éxitos se han conseguido
con la TE de dos a cuatro células en el oviducto o del blastocisto en el cuerno uterino, en este
ultimo si es posible el abordaje transcervical (Garcia Rosello 2008).

Otras acciones claves en la TE es la higiene, con el uso de material estéril y uso de antibidticos
(Garcia Rosell6 2008).

Cabe destacar que juega un papel clave el reconocimiento y mantenimiento de la gestacion para lo
cual se estan utilizando dos técnicas:

1. Administracion exogena de estrogenos los cuales act@ian alterando la liberacion de
prostaglandinas del utero. Administrados en intervalos entre los dias once y quince de la gestacion.
2. Administracién de Hormona Gonadotropina Coridnica equina (eCG) y Gonadotropina Coridnica
humana (hCG) (Trujillo 2005), en el dia 9 y 12 de la gestacion respectivamente, para la induccion
de cuerpos luteos, que son refractarios a los efectos luteoliticos de la prostaglandina, liberada el dia
14 del ciclo estral original, lo que proporciona una fuente continua de progesterona capaz de
mantener la gestacion (Garcia Roselld 2008).

Algunas de las ventajas de la implementacion de este proceso (TE) son: desarrollo de nuevas razas,
mejora genética, sanitaria y reproductiva, se puede realizar la importacion y exportacion de
material embrionario, mantener material genético en la explotacion porcina y reduccion de
problema por infertilidad (Cérdova Izquierdo 2002).
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7. CONCLUSION

El logro del proceso de produccion de embriones in vitro estd determinado por la calidad de los
ovocitos y del contenido seminal, asi como por la similitud o poca variabilidad del medio de
donde se extraen con respecto al medio donde se procesan. La transferencia de embriones es
sin duda un paso importante en el avance de la biotecnologia debido a las ventajas que se
presentan en cuanto optimizacion del porcentaje de prefiez, la disminucion del porcentaje de
trasmision de anomalias genéticas en el embrion y como consecuencia la obtencion de crias de
alto valor genético.
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8. RECOMENDACIONES

Definir el mejor estadio para la obtencion de los 6vulos y la transferencia de los embriones a la
hembra receptora.

Exponer el mejor medio para el desarrollo de los gametos y embriones.

Estudiar a totalidad los componentes que conforman los suplementos indefinidos.
Investigar sobre técnicas para obtencion de évulos de forma no quirtrgica.
Reducir el porcentaje de polispermia en la PIV.

Estandarizar los tiempos para cada una de las etapas como: MIV, FIV y CIV.
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