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Transferéncia d’embrions en equids Introduccio

1. Introduccio

La primera transferencia d’embrions realitzada en I'especie equina es va fer
'any 1972 a la Gran Bretanya i no va ser fins a principis dels 90 que es va

realitzar la primera transferencia a Espanya.

La transferencia d’embrions va comportar una serie d’avantatges en la
reproduccid equina, per la qual cosa continua sent una técnica bona, funcional i
actual. Els principals avantatges son:
- Capacitat per obtenir gestacions d'eugues velles valuoses.
- Incrementar la produccid d'eugues amb una genetica superior,
permetent aixi una major influéncia genetica de la mare.
- Permetre que I'euga pugui seguir competint 0 concursant mentre espera
un poltre.
A part dels avantatges que suposa de cara a la produccié de poltres d’'una
determinada genetica, la recuperacié d'embrions també s'ha utilitzat per avaluar
la fertilitat de sementals, diversos diluents seminals i semen congelat. Una altra
de les utilitats de la transferencia d’embrions és [l'obtencié d’animals

geneticament similars per als estudis d'investigacio.

La transferéncia d’embrions en cavalls, a diferéncia de I'espéecie bovina, no ha
comportat un gran progrés genétic ja que no hi ha un métode eficac per fer
superovular a les eugues. Amb les tecniques actuals es poden esperar un
maxim de sis a vuit gestacions d'una euga durant una temporada de cria. Un
altre problema és que I'is de semen refrigerat o congelat disminueix la fertilitat,
i per tant en redueix els resultats de la transferencia d’embrions. Una altra
limitacio és que alguns registres de races han restringit el registre a un poltre
per any o han condicionat que les eugues receptores siguin de la mateixa raca

gue I'euga donant.
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Transferéncia d’embrions en equids Tecnica

2. Tecnica

2.1. Donants

2.1.1. Selecci6 de les donants

En la selecci6 duna euga com a donant en un programa de
transferéncia d’embrions, és molt important tenir en compte:

- El cost del procediment

- La historia reproductiva de I'euga

- Les restriccions del registre de raca

- El valor potencial dels poltres
Alguns registres de raca han establert una edat minima de les eugues
que es volen utilitzar per formar part en un programa de transferéncia
d’embrions. No obstant, en els darrers anys la regulacio s'ha ampliat per
permetre I's d'eugues de 2 anys d'edat que sovint s6n massa

immadures per gestar un poltre.

Només les eugues amb capacitat de cria demostrada o les eugues amb
una genetica superior haurien de ser considerades com a donants, ja
que I'historial reproductiu aportara molta informacio de cara a I'efectivitat
de la recuperacié d’embrions. Les eugues donants haurien de ciclar de
forma normal i haurien de tenir una bona condicio fisica abans d'intentar

la recuperacio d'embrions.

2.1.2. Examinacio de les donants

El primer que s’ha de fer en les donants potencials és realitzar una
examinacio reproductiva exhaustiva. Aixo inclou realitzar una palpacio i
una ecografia de l'aparell genital per via rectal. S’ha de parar especial
atencié a la mida i to de I'Gter, i també a la mida, forma i to del coll de
I'Gter. Aquest també s’ha d’examinar per via vaginal per observar la
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presencia de cicatrius, etc. També és necessaria I'obtencié d’un frotis de
I'Gter per fer una citologia i mostres per fer cultiu i biopsia. En cas de
preséncia d’endometritis, primer es tractaria la patologia adequadament.

2.1.3. Maneig de les donants

Les eugues donants es recelen cada dia amb un o més sementals.
També s’examina diariament el tracte genital de les eugues en zel fins
que es detecta I'ovulacio i llavors s’interromp la palpacio excepte si hi ha
un fol-licle secundari de 35 mm o més. La inseminacié de les eugues
donants comenca el dia 2 o 3 de l'estre i es repeteix diariament fins al
final de l'estre. El dia de l'ovulacio es considera el dia 0, i la recuperacio
d’embrions es realitza de 6 a 8 dies després. Després d'un intent de
recuperacio d'embrions s'administren prostaglandines a les eugues
donants per assegurar que tornin en estre tan aviat com sigui possible i

es puguin tornar a inseminar al segtient cicle.

2.2. Recuperacio d'embrions

2.2.1. Tecnica

El metode més tipic que s'utilitza per a la recuperacié d'embrions é€s un
procediment transvaginal no quirargic. S'utilitza un catéter Foley del
namero 30 de 2 sortides, un tub d’entrada, un tub de sortida, un
recol-lector i un filtre. Tot el material ha de ser esteril.
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L'euga donant esta situada en
un poltre de contencié amb la
cua embolicada i lligada en
posici6 vertical. La zona
genital i perineal es neteja
acuradament. Seguidament,
s'introdueix el catéter per la

vagina, es travessa el coll de

l'ater  fins a b5 cm
aproximadament del cos uteri. Un cop situat el cateter, s'infla el
maneguet. Després es tira el cateter enrere, de manera que el maneguet
topa amb el cervix i daquesta forma es garanteix un tancament
hermetic. En el catéter se li fixa el tub d’entrada,
per on s’introduira el medi de recuperacio
d’embrions. El medi que s'utilitza per recuperar els
embrions son 3 litres de DPBS escalfat a 32-35°C
amb un 1% de sérum fetal bovi. S’introdueix un
litre de la solucié de DPBS per gravetat i es tanca
el cateter. Es desconnecta el tub d’'entrada i es

fixa el tub de sortida, el qual té connectat a

'extrem un recol-lector de liquid que conté
incorporat un filtre. S'obre el catéter i el fluid drena cap a fora de I'Uter
per gravetat, passant a través del filtre del recol-lector. Cal tenir cura de
mantenir com a minim 20 ml de liquid al recol-lector en tot moment.
Aquest proceés es repeteix dues
vegades meés, de manera que
s’introdueixen 3 litres de DPBS
per cada procés de recuperacio
d’embrions. La recuperacio del
liquid en el segon i tercer rentat
s‘acompanya dun massatge

vaginal per via rectal.
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La major part del liquid injectat a I'Gter de l'euga s’ha de recuperar i ha
de ser clar i lliure de restes cel-lulars o de sang. Després de recuperar el
tercer litre de medi, es desinfla el maneguet per poder retirar el cateter
de I'Gter. El liquid que queda a dins del catéter i dins del tub de sortida
ha de passar pel recol-lector, i el contingut d’aquest s’aboca en una

placa de petri “Quebec”.

Finalment, el medi que
conté la placa de petri
“Quebec” s’observa al
microscopi. Normalment,
els embrions grans (de 8
i 9 dies) es veuen a ull
nu, pero els embrions
petits (<7 dies) s’han de

veure a través del

microscopi. Quan s’ha
localitzat I'embri6, s’agafa amb una pipeta
ajuntada a una xeringa de vidre d'1 o 3 ml i es
trasllada al medi de cultiu (9 ml de DPBS i 1 ml
de seérum fetal bovi inactivat). L'embrié es
manté a la placa de cultiu a temperatura

ambient mentre no és transferit, que s’hauria

de fer el més rapidament possible (<2 hores).

2.2.2. Factors que influeixen en la recuperacié d'embrions

 Edat de I'embrié

Les taxes de recuperacio d’embrions del dia 7, 8 i 9 postovulacié
mostren un resultats similars, pero si es realitza el dia 6 postovulacié
els resultats sén lleugerament inferiors. Aquests resultats inferiors es
poden atribuir a la dificultat per identificar I'embrié en el medi de
recuperacio, a la pérdua de l'embri6 durant el procediment de
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recuperacio degut a les seves reduides dimensions, a la incapacitat
per obtenir els embrions a causa del seu pes especific, 0 a la no
entrada de tots els embrions a I'Gter el dia 6. Per tant, la recuperacié
d'embrions s'ha de dur a terme durant els 7-9 dies postovulacié. No
obstant aix0, s’ha vist que els embrions recollits el dia 9 postovulacié
sén més grans i vells i aixo fa que siguin menys viables.
» Tecnica

No hi ha diferéncies en la taxa de recuperacié d’embrions realitzada
per tecnics diferents. S’ha de tenir en compte la correcta col-locacio
del cateter, assegurant que és a dins de l'Gter, ja que si S’infla el
maneguet al coll de I'Gter es provoca dilatacié del cérvix i aixo
comporta la perdua de liquid durant la recuperacié d’embrions.

+ Semental i tractament seminal

Els indexs de recuperacid6 d’embrions varien segons el semental
utilitzat, ja que la qualitat del semen és diferent en cada individu i per
aixo hi haura una fertilitat variable que es correspondra en un nimero
d’embrions diferent.
» Tipus d'euga

Les taxes de recuperacié d’embrions son inferiors en les eugues amb
un historial reproductiu d’infertilitat, que les eugues amb un historial
reproductiu normal. El resultat es pot atribuir a I'abséencia de fertilitat
i/o a l'alteracidé dels mecanismes de transport dels gametes. A més,
el nombre d’embrions recuperats també depen de la raca de I'euga.

* Intents repetits de recuperacié d'embrions

Per tal d'obtenir diversos embrions d'una euga durant la temporada
de reproduccio, I'interval entre la recuperacié d’embrions i el retorn a
I'estre es disminueix amb I'Us de prostaglandines al mateix dia del
procediment. L'administracié de prostaglandines també impedeix la
gestacié en cas de no haver recuperat algun embrié. S’ha demostrat
qgue els resultats de la recuperacié6 d’embrions és independent del
nombre d’intents i que I'ds de tractaments hormonals no afecta a la
fertilitat.

* Influéncia estacional

Deontologia i Veterinaria legal 7



Transferéncia d’embrions en equids Tecnica

No hi ha diferéncies en les taxes de recuperaci6 d’embrions

realitzades al febrer i a I'octubre.

2.3. Desenvolupament i morfologia de I'embrié

En un programa de transferencia d’embrions l'avaluacié morfologica de
'embri6 és important per dues raons: les taxes de gestacid final
disminueixen després de la transferencia d'embrions anormals i la
diferenciacio dels ovocits no fertilitzats dels embrions anormals pot estalviar
temps i Us de receptores innecessari. Els parametres que s'utilitzen per a
avaluar la qualitat de I'embrié inclouen:

- laforma

- el color

- el nombre i la compactacio de les cel-lules

- la mida de l'espai periviteli

- el nombre de cél-lules degenerades

- l'etapa de desenvolupament en comparacié amb l'edat de I'embrié

L'euga és la Unica especie en que els oocits no fecundats son retinguts a
I'oviducte i només els ovuls fecundats sén transportats cap a I'Gter a través
de l'oviducte. Els ovuls fecundats s'alliberen a I'Uter al cap de 5-6 dies
postovulacié. La primera etapa del desenvolupament embrionari és la
formacio de la morula. La transicido de morula a blastula es caracteritza per
dos canvis principals: la formacié d'una cavitat plena de liquid al centre de
I'embrié (el blastocel), i la reordenacié de les cél-lules en dues poblacions.
Seguidament es forma el blastocist, on és evident que I'embrié consta de
dues poblacions diferents de cél-lules. Es dificil a partir de la mesura de la
mida de I'embrié saber l'edat exacta d'aquest, ja que el moment de
I'ovulacié no es coneix amb exactitud. Els embrions obtinguts als 6 dies
postovulacié estan en fase de morules o a l'inici de blastocists amb una
zona pel-lucida ben definida. A mesura que I'edat de I'embrié avanca, en

equids la zona pel-licida es torna més prima i s'elimina de l'embrié. La
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majoria dels embrions obtinguts el dia 7 postovulacio i tots els obtinguts el
dia 8 i 9 postovulacié son blastocists. S’ha observat també la preséncia
d’'una capa prima i uniforme a sobre de la superficie interna de la zona
pel-licida, anomenada capsula, que es forma el dia 6. La interpretacio de la
funcié de la capsula segueix sent especulativa, pero és possible que pugui
ser una barrera protectora, amb una especial importancia pels embrions que
es troben en unes condicions suboptimes per al desenvolupament
embrionari com podria ser un ater inflamat després d'un part o per la

presencia d’'una endometritis.

2.4. Avaluacio6 de la qualitat de I'embrid

Per determinar la viabilitat d’'un embrié s’observa la seva morfologia i la
presencia d’anormalitats, i un cop avaluat se li assignha una categoria de I'1
al 5 (Taula 1). La majoria dels embrions obtinguts es consideren normals,

degraulo 2.

Grau | Categoria

1 Excel-lent . Embri6 ideal, esféric, amb cél-lules de mida, color i textura uniforme.

2 Bo. Imperfeccions menors com alguns blastomers degenerats, forma irregular o

separacio trofoblastica.

3 Regular. Definit, perd sense problemes greus. Preséncia de blastomers

degenerats, cel-lules degenerades o blastocel col-lapsat.

4 Pobre. Greus problemes, blastocel col-lapsat, molts blastdmers degenerats,

cel-lules degenerades pero amb una aparenca viable de la massa embrionica.

5 Infértil o mort . Odcits infértils o embrié totalment degenerat.

Taula 1. Sistema de classificacio utilitzat per a qualificar els embrions d’équids.

Els parametres morfologics que es tenen en compte a I'hora d’avaluar la

qualitat d’un embri6 sén:

la compactacié dels blastomers

els blastomers danyats

el color de I'embrié

la forma de I'embrid
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- la mida de l'espai periviteli
- danys a la zona pel-lucida
- Il'etapa de desenvolupament en comparacié amb l'edat de I'embrié

Pel que fa a les anomalies més freqlents que determinen la qualitat i
viabilitat de 'embrié son:

- la contraccié del trofoblast de la zona pel-lucida

- blastocists foscos de forma irregular

- blastomers degenerats

- embrions de forma irregular

- embrions amb una fosca massa cel-lular interna

Algunes de les anomalies que presenten els embrions estan relacionades
amb la refrigeracié durant 12- 24 hores. Aquestes son:
- blastocel col-lapsat (total o parcialment) amb separacio cel-lular de la
zona pel-ldcida o de la capsula
- blastomers degenerats
- cél-lules fosques
- augment de l'aparenca granular de la superficie amb aparent

separacioé cel-lular

La majoria dels oocits no fertilitzats prenen forma ovalada i s’aplanen en

una direccio.

2.5. Receptores

2.5.1. Seleccio de les receptores

L’adequada seleccio de les eugues receptores i la seva gestio és un dels
factors més importants que condicionen ['éxit d'una transferéncia
d’embrions en cavalls. Com a receptores es prefereixen les eugues que

tenen un historial reproductiu bo o bé eugues verges. Malauradament
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I'historial reproductiu no sempre es coneix. En qualsevol cas, les eugues
receptores han de complir uns requisits minims: han de pesar entre 450 i
550 kg i han de tenir de 3 a 10 anys d'edat.

2.5.2. Examinacio de les receptores

Les eugues receptores passen un examen minuciés del tracte
reproductiu. Aproximadament un 15-20% de les eugues no soOn
acceptades com a receptores potencials. A les eugues acceptades se’ls
hi realitza un cultiu, una biopsia, una citologia i una ecografia. Pero
nomes les eugues que en la biopsia hagin obtingut un resultat de grau 1

i que no presenti signes d’endometritis son utilitzades com a receptores.

2.5.3. Maneig de les receptores

Les receptores es vacunen contra la influenca, I'encefalitis de I'Est i
Oest, el tetanus i la rinopneumonitis equina i generalment es posen en
quarantena durant un periode minim de 30 dies. Durant aquest periode

sbén alimentades per a mantenir el pes i una bona condicié corporal.

Les receptores es recelen i es palpen via rectal diariament mentre estan
en estre, i es registra el dia de l'ovulacido de cada receptora. Només
s'utilitzen aquelles receptores que han tingut un o més cicles normals.
Es seleccionen les receptores que han ovulat un dia abans o de 0 a 3

dies després que I'euga donant.

Normalment una donant pot ser aparellada amb una receptora que ha
ovulat de forma espontania, sense Us d’hormones per sincronitzar els
seus cicles. No obstant, quan no es disposa d’'un gran nombre d'eugues
receptores, es solen sincronitzar els zels d’ambdues. La sincronitzacio
de l'ovulaciéo es pot aconseguir mitjancant una terapia hormonal. Si
disposem de varies eugues receptores, €s preferible que hi hagi dues

receptores disponibles per a cada euga donant.
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El maneig de les eugues receptores després de la transferéncia
d’embrions depén del tipus de transferencia que s’hagi dut a terme.
Després de la transferencia quirargica, se’ls hi administra penicil-lina per
via intramuscular durant 5 dies consecutius, s’allotgen en quadres
individuals, i se’ls hi realitzen exploracions fisiques generals diaries. Si
estan gestants al dia 14 després de la cirurgia i no s’observen
complicacions postquirdrgiques, es tornen a l'eugassada. En el cas que
la transferencia d’embrions no s’hagi realitzat quirdrgicament, les eugues
es tornen a l'eugassada immediatament després de la transferéncia. A
partir dels 11 o 12 dies de gestacié (4 o 5 dies postransferencia) es
poden ecografiar. També és valora el to de I'Gter i del coll uteri
mitjancant palpacio rectal. Les eugues és reexaminen el dia 15, 20, 25,
35, 501 60 de gestacio.

Si la receptora torna en estre després de la transferéncia d’embrions, es
repeteix el procediment una segona vegada. També es repeteix en cas
de diagnosticar pseudogestaci6. En aquest cas, s'administren
prostaglandines per induir el zel. Si la segona transferencia d’embrions

falla, no se’n tornen a fer més en la receptora.

Les receptores gestants han d’estar monitoritzades durant el prepart. En
el part, es segueixen els mateixos procediments que s'utilitzen

normalment.

Un nou desenvolupament en la transferencia d’embrions en cavalls és
I's de eugues ovariectomitzades tractades amb esteroides com a
receptores. En aquestes eugues és necessari aplica’ls-hi un tractament
amb progesterona o progestagens uns dies abans de la transferéncia
fins els dies 100 i 140 de gestacio. Les taxes de gestacié després de la
transferéncia quirargica en eugues ovariectomitzades tractades amb
progesterona son similars als de les eugues normals. El part i la
lactancia d’eugues ovariectomitzades tractades amb hormones es

produeixen de forma normal. L’Us d’aquestes eugues com a receptores
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podria eliminar la necessitat de sincronitzar I'ovulacié entre donant i

receptora i reduir el nombre de receptores per donant.

2.6. Transferencia d'embrions

Hi ha dos metodes per realitzar la transferencia d’embrions, el meétode
quirdrgic mitjancant I'exposicio de I'Gter a través de la linia mitja o del flanc, i

el métode no quirdrgic que es realitza de forma transvaginal.

2.6.1. Transferéncia quirdrgica

La transferéncia quirdrgica es pot realitzar de dues maneres, fent una

incisio a la linia mitja de 'abdomen o bé una incisio al flanc.

Els passos a seguir en la transferencia quirdrgica amb incisi6 a la linia

mitja son:

1. Incisio a la linia mitja de 'abdomen.

2. Retraccio i exposicio parcial de la punta de la banya uterina ipsilateral
al lloc de I'ovulaci6.
Incisio a la llum de la banya uterina.
Insercio de 0.5 ml de medi de cultiu que conté I'embrié a la llum de la
banya uterina.

5. Tancament de l'obertura externa de I'Gter mitjangant compressio de la
serosa uterina amb una pin¢a hemostatica.

6. Retorn de I'Uter a la seva posicié normal.

7. Tancament de la linia ventral mitja.

L’inconvenient d’aquesta técnica és que és necessaria l'anestésia
general, és un procediment car i lent i a més requereix unes

instal-lacions adequades i un personal qualificat.

Els passos en la transferéncia quirdrgica amb incisié al flanc soén els

seguents:
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Col-locacio de les receptora en un poltre de contencio i sedacio.

2. Esquilar la fossa paralumbar formant una area d’uns 35 cm d'ample i
45 cm de llarg i netejar-la.

Anestesia local de la fossa paralumbar.

4. Incisi6 en els teixits superficials i profunds situats entre la tuberositat
coxal i l'dltima costella, comencant uns 10 cm ventralment als
processos lumbars i extenent-se 15-20 cm ventralment.

5. Rentar l'area aséepticament.

6. Realitzar una dissecci6 roma de la musculatura i penetrar al
peritoneu.

7. Exposicio parcial de la punta de la banya uterina ipsilateral al lloc de
l'ovulacio.

Incisi6 a la llum de la banya uterina.

9. Insercié de 0.5 ml de medi de cultiu que conté I'embrié a la llum de la
banya uterina.

10. Tancament de I'obertura externa de I'Gter mitjancant compressio de la
serosa uterina amb una pin¢a hemostatica.

11.Retorn de I'Gter a la seva posicié normal.

12.Reconstruccio dels grups musculars amb una sutura continua.

13. Tancament del teixit subcutani i la pell.

Aquest procés té l'avantatge que nomeés és necessaria anestesia local,

es pot realitzar amb I'euga dreta i té una recuperacié immediata.

2.6.2. Transferéncia no quirdrgica

La transferéncia no quirdrgica €s una tecnica menys agressiva, ja que es
transfereix 'embridé per via transvaginal. El procediment és similar a una

inseminacié artificial. Es la técnica més utilitzada actualment.

El material necessari és una via dinseminacié dins d’'una funda

protectora, amb I'embri6 situat entre 0.5 ml de medi, 0.2 ml d'aire, 0.5 ml
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de medi que conté I'embrio, i 0.2 ml d'aire. Tot el procediment ha de ser

esteril i utilitzant material esteéril.

L’euga receptora es col-loca en un poltre de contencid i se li neteja i
desinfecta la vulva i la zona perianal. El técnic introdueix una ma via
rectal i amb [l'altra guiara la via d’'inseminacid per via vaginal. Es busca
I'obertura del cérvix per introduir la via d’'inseminacio utilitzant el dit
index. S’introdueix la via a I'Gter fins que es troba una resisténcia, llavors

es retira uns 2 cm. Es diposita 'embrid i es retira la via d'inseminacio.

Les taxes de gestacio de la transferencia no quirargica han variat del
10% al 67%, amb una tendencia clara a incrementar-se amb el pas dels

anys.

2.7. Factors que afecten les taxes de gestacio

Epoca de I'any

Afecta molt a les taxes de gestacid. Quan la transferéncia quirargica o no
quirargica es realitza durant els mesos de marg a juny, sobreviuen
menys embrions que si la transferencia es realitza durant els mesos de
juny a octubre, donant uns resultats més alts durant el juliol i 'agost.

Factors de I'embrié

- Edat i mida: els embrions vells i grans sén menys viables en les
transferéncies no quirdrgiques.

- Unic o mudltiple: la recuperacio i transferéncia de molts embrions
incrementa I'eficiencia del programa de transferencia d’embrions i
disminueix el cost per cada transferéncia satisfactoria.

- Qualitat: la incidencia d’anormalitats morfologiques hauria de ser
baixa.

Sincronia entre donant i receptora

El grau de sincronia no és un factor que afecti molt a les taxes de

gestacio. Les transferencies realitzades en eugues que han ovulat d’'1
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dia abans a 3 dies després que la receptora mostren unes taxes similars
(75%), en canvi quan la receptora ovula 2 dies abans, les taxes
disminueixen (55%). Les receptores que ovulen >2 dies abans que la
donant, no so6n bones candidates ja que les taxes de gestacié son molt
baixes. En el cas de les eugues receptores ovariectomitzades tractades
amb hormones, les taxes de gestacié son elevades (70-75%).

+ Metode de la transferéncia

La transferencia quirdrgica déna unes taxes de gestacié més altes que
en la transferéncia no quirdrgica. Aquests resultats més baixos es
podrien explicar per diverses raons:
- Inflamacio local lleu per contaminacié bacteriana.
- Expulsi6 de I'embri6 per estimulacio del cervix que indueix
contraccions uterines.

- Trauma induit en la transferéncia.
- Lloc de diposit de I'embrié en la transferencia.
- Dany de I'embri6 durant la transferéncia.
La transferencia quirtrgica a la banya uterina ipsilateral dona uns millors
resultats (85%) que si es realitza a la banya uterina contralateral (55%).

e Teécnic
L’habilitat del técnic en la transferéncia no quirdrgica té un efecte
important en la taxa de gestacio.

« Emmagatzematqge de I'embrid

El medi on es manté I'embrié, la temperatura de conservacio, la durada
de 'emmagatzematge i la mida i edat de I'embri6 sén factors que

determinen la viabilitat de I'embrio.
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3. Leqislacio

Des de l'any 2002 existeix un nou marc normatiu comunitari que regula la

gestié dels subproductes animals no destinats al consum huma (sandach).

Aquests es defineixen com: cossos sencers o parts d’animals o productes

d’origen animal mencionats als articles 4, 5 i 6 del Reglament CE 1774/2002,

no destinats al consum huma per motius comercials o sanitaris, inclosos ovuls,

embrions i esperma.

3.1. Legislacio europea

Decisié 2007/240/CE de 16 d’abril de 2007, per la que s’estableixen
nous certificats veterinaris per a la introduccié en la Comunitat d’animals
vius, esperma, embrions, ovuls i productes d’origen animal en el marc de
les Decisions 79/542/CEE, 92/260/CEE, 93/195/CEE, 93/196/CEE,
93/197/CEE, 95/328/CE, 96/333/CE, 96/539/CE, 96/540/CE,

2000/572/CE, 2000/585/CE, 2000/666/CE, 2002/613/CE,
2003/56/CE, 2003/779ICE, 2003/804/CE, 2003/858/CE,
2003/863/CE, 2003/881/CE, 2004/407/CE, 2004/438/CE,

2004/595/CE, 2004/639/CE i 2006/168/CE

Decisi6 2004/186/CE de 16 de febrer de 2004 per la que es modifiquen
determinats annexes de la Decisid 96/510/CE pel que es refereix als
requisits zootecnics per a la importacié d’esperma, ovuls i embrions de
I'especie equina

Reglament (CE) 1774/2002 de 3 doctubre de 2002, pel que
s’estableixen les normes sanitaries aplicables als subproductes animals
no destinats al consum huma, el qual estableix les normes de sanitat
animal 1 salut publica aplicables a la recollida, el transport,
'emmagatzematge, la manipulacio, la transformacié i la utilitzacio o
I'eliminacié d’aquests materials, aixi com a la seva comercialitzacio i la
dels seus productes derivats.

Reglament (CE) 1282/2002 de 15 de juliol de 2002, que modifica

determinats annexes de la Directiva 92/65/CEE, per la que s’estableixen
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les condicions de policia sanitaria aplicables als intercanvis i a les
importacions en la Comunitat d’animals, esperma, ovuls i embrions no
sotmesos, amb respecte a aquestes condicions, a les normatives
comunitaries especifiques a que es refereix la seccio | de 'annex A de la
Directiva 90/425/CEE.

- Decisié 96/510/CE de 18 de juliol de 1996, per la que s’estableixen els
certificats genealogics i zootecnics d’importacié d’animals de reproduccié
i del seu esperma, ovuls i embrions.

- Decisio 96/79/CE del 12 de gener del 1996, per la que s’estableixen els
certificats zootéecnics relatius a I'esperma, als ovuls i als embrions dels
equids registrats.

- Decisio 95/294/CE de 24 de juliol de 1995, per la que s’estableix el
model de certificat sanitari per al comerc d’ovuls i embrions de I'espécie
equina.

- Decisi6 95/176/CE del 6 d’abril de 1995 per la que es modifiquen els
Annexes C i D de la Directiva 92/65/CEE per la que s’estableixen les
condicions de policia sanitaria aplicables als intercanvis i a les
importacions a la Comunitat d’animals, esperma, ovuls i embrions no
sotmesos, respecte a aquestes condicions, a les normatives
comunitaries especifiques a les que es refereix la seccié | de I'annex A
de la Directiva 90/425/CEE.

- Directiva 94/28/CE de 23 de juny de 1994 per la que s’estableixen els
principis relatius a les condicions zootécniques i genealdgiques
aplicables a la importacid d’animals, esperma, ovuls i embrions
procedent de tercers paisos i per la que es modifica la Directiva
77/504/CEE referent a animals de I'especie bovina de raca selecta per a
reproduccio.

- Decisio 94/63/CE de 31 de gener de 1994, per la que s’estableix la llista
provisional dels tercers paisos a partir dels quals els Estats membres
autoritzen les importacions d’esperma, ovuls i embrions de les especies
ovina, caprina i equina, i d'ovuls i embrions de la espéecie porcina.

- Directiva 92/65/CEE del 13 de juliol de 1992, per la que s’estableixen
les condicions de policia sanitaria aplicables als intercanvis i a les

importacions en la Comunitat d’animals, esperma, ovuls i embrions no
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sotmesos, respecte a aquestes condicions, a les normatives
comunitaries especifiques a les que es refereix la seccid | de 'Annex A
de la Directiva 90/425/CEE.

- Directiva 90/675/CEE de 10 de desembre de 1990, per la que
s’estableixen els principis relatius a I'organitzacié de controls veterinaris

dels productes que s’introdueixin a la Comunitat procedents de paisos

tercers.
- Directiva 90/427/CEE de 26 de juny del 1990, relativa a les condicions
zootécniques i genealogigues que regulen els intercanvis

intracomunitaris d’equids.

- Directiva 90/426/CEE de 26 de juny de 1990, relativa a les condicions
de policia sanitaria que regulenels moviments dequidsiles
importacions d’equids procedents de paisos tercers.

- Directiva 90/425/CEE de 26 dejuny de 1990, relativa als controls
veterinaris i zootécnics aplicables en els intercanvis intracomunitaris de
determinats animals vius i productes amb vistes a la realitzacio del

mercat interior.

3.2. Legislacio espanyola

- Reial Decret 2129/2008 de 26 de desembre, pel qual s’estableix el
Programa nacional de conservacio, millora i foment de les races
ramaderes.

- Reial Decret 662/2007 de 25de maig de 2007, sobre seleccid
i reproducci6 de bestiar equi de races pures.

- Reial Decret 517/2005 de 6 de maig, pel que es maodifica el Reial Decret
1133/2002 de 31 de octubre, pel que es regulen en 'ambit de les races
equines, el regim juridic dels llibres genealogics, les associacions de
criadors i les caracteristiques zootécnigues de les diferents races.

- Reial Decret 1429/2003 de 21 de novembre, pel que es regulen les
condicions d’aplicaci6 de la normativa comunitaria en materia de

subproductes d’origen animal no destinats al consum huma.

Deontologia i Veterinaria legal 19



Transferéncia d’embrions en equids Legislacio

- Llei 8/2003 de 24 de abril, de sanitat animal.

- Reial Decret 1133/2002 de 31 d'octubre pel que es regulen en I'ambit de
les races equines, el réegim juridic dels llibres genealogics, les
associacions de criadors i les caracteristiques zootécniques de les
diferents races.

- Reial Decret 1881/1994 del 10 de setembre pel que s’estableixen les
condicions de policia sanitaria aplicables als intercanvis intracomunitaris
i a les importacions procedents de paisos tercers d’animals, esperma,
ovuls i embrions no sotmesos, respecte a aquestes condicions, a les
disposicions contingudes en la secci6 la de l'annex A del RD
1316/1992.

- Reial Decret 1316/1992 del 30 d'octubre pel que s’estableixen els
controls veterinaris i zootécnics aplicables en els intercanvis
intracomunitaris de determinats animals vius i productes amb vistes a la

realitzacié del mercat interior.

Deontologia i Veterinaria legal 20



Transferéncia d’embrions en equids Entrevista

4. Entrevista

Entrevista al Doctor Jordi Miro, professor de Patologia de la Reproduccio i
Patologia Obstétrica, de la Facultat de Veterinaria de la UAB. Va ser el primer
veterinari en realitzar transferéncies d’embrions a Espanya i actualment és el
director dels programes de transferencia d’embrions que es duen a terme a la

Unitat Equina de I'Hospital Clinic Veterinari de la UAB.

En els programes de transferéncia d’embrions, un de Is problemes que
sorgeixen en l'espécie equina a diferencia de la bo vina és la incapacitat
per fer superovular a les eugues donants, ha millor  at aquest factor amb
els anys?

No. S’han realitzat alguns treballs amb I'is de diverses hormones com I'hCG, la
LH, la GnRH i també amb I'Us d’estractes hipofisaris, pero els resultats no son
bons. Tan sols es produeix un increment de 1'1%. Aquest problema és degut al
bon sistema immunologic que presenten els cavalls, ja que quan s’administren
repetidament aquestes substancies, de seguida es creen anticossos i es tornen

resistents.

Quins problemes poden sorgir en les eugues donants en el procés de
recuperacio d’embrions?

Aquest procés no presenta cap risc per a les eugues. S’ha de procurar que el
rentat es faci amb el maxim d’asépsia possible i que en la recuperacié del liquid
es procuri recuperar-ne el maxim possible. Nosaltres el que fem després de
realitzar el rentat uteri és administrar una prostaglandina uterotonica, que
afavoreix dues coses, la primera és que I'euga retorni en zel ja que destrueix el
cos luti, i la segona é€s que hi hagi contraccions de I'Gter, que afavoriran la
retirada del possible medi que hagi quedat a I'lter despreés del rentat. En el cas
gue s’hagi de tornar a fer una segona recuperacié d’embrions, no ho fem mai
en dos zels sequits, deixem que passi un zel i en el proper hi tornem. Si la
recuperacio d’embrions es fa asepticament, no hi ha risc d’endometritis

contagiosa.
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Feu munta natural o inseminacio artificial?

Fem inseminacié artificial, encara que tinguem el semental a prop, li fem una
extracci6 de semen i inseminem a l'euga amb semen fresc. Després
d'inseminar l'euga donant, fem un rentat uteri 6 hores postinseminacio.
Passades 6 hores, els espermatozoides ja es troben a I'oviducte, o sigui que no
afectem a la fertilitat, i el que aconseguim és deixar un Gter amb un medi

adequat per als embrions.

Quin tipus de semen utilitzeu?

Es un factor que depén del que t'ofereixi el propietari. A ser possible és millor
utilitzar semen fresc, ja que la fertilitat és més alta. EI semen fresc, durant la
primera mitja hora postextraccié no el diluim, i si no l'utilitzem fins al cap de 2
hores el diluim. El diluent aporta glucosa, que és el substrat energetic dels
espermatozoides, minimitza I'acidificacié del medi que produeix el lactat
resultant de I'is de la glucosa, i a més conté antibiotic. Si no és possible
utilitzar semen fresc, utilitzem semen refrigerat, perd disminueix la fertilitat a un
50-60% a les 24 hores, i fins a un 40% a les 48 hores. | si no és possible
utilitzar semen fresc ni refrigerat, fem servir semen congelat, perd hem de tenir
en compte que la temperatura danya als espermatozoides i tenim un semen

subfertil.

Pel que fa a les eugues receptores, d'on provenen g  eneralment?
S’intenta que les portin els mateixos propietaris de I'euga donant, ja que aixi no
hi ha problemes en el manteniment de I'euga. També hi ha alguns veterinaris

que lloguen eugues pesades a ramaders perque facin de receptores.

L’0s d’eugues ovariectomitzades, és realment Gtil?
Es un treball costds, ja que s’han d’estar tractant amb hormones continuament.

A més tampoc ha donat uns resultat molt bons.

En el vostre programa, quin tipus de transferencia feu en les receptores?
Fem transferéncia transvaginal, que és la que es fa en general. Les altres
tecniques no es fan servir degut a l'alt risc de peritonitis que comporten.

Sempre s’intenta fer sevir tecniques el menys cruentes possible. A més, els
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resultats amb la tecnica transvaginal sén bonissims i crees menys danys en
'euga receptora. En el cas que l'euga receptora hagi de rebre posteriors
transferéncies d’embrions, el fet de fer-les quirGrgicament danya més a

'animal.

Quins problemes poden patir les eugues receptores e n el procés de la
transferéncia?

Com ja he dit, en la tecnica quirdrgica el risc €s de patir peritonitis, i per aixd no
es fa servir. 1 en la tecnica transvaginal no comporta riscos, s’ha de fer

asepticament.

Es possible conservar embrions?
Si, en general s’'obtenen embrions de 6-8 dies postovulacio, i els embrions de
dia 6 sOn els que suporten més bé la congelacié, el problema és que també sén

els que costen més de recuperar perqué sén més petits.

Hi ha alguna tecnica que en el futur pugui substitu ir la transferencia
embrionaria?

La transferéncia embrionaria és una técnica que s'utilitza per incrementar la
productivitat de I'euga, i poder tenir més d’un poltre a I'any. Es molt utilitzat en
el cas d’eugues amb un elevat potencial genétic. Es una técnica molt bona i
que funciona. L'Us d’altres tecniques depen del problema reproductiu que ens
presenti el propietari. En el cas de les eugues ens podem trobar femelles fertils
amb les que tenim dues opcions, fer reproduccié natural o fer transferencia
d’embrions; en el cas de femelles infértils haurem d’investigar a on és el
problema i en funcié dels resultats podrem fer transferéncia d’embrions o bé
OPU, que consisteix en aspirar liquid fol-licular amb ovocit i inocular un
espermatozoide a dins de I'ovocit (ICSI) creant un embrié per poder transferir-
lo. En el cas dels mascles, si son fertils es pot fer munta natural o bé obtenir el
semen per fer inseminacio artificial; si és subfértil podem fer sistemes de millora
del semen i utilitzar-lo per inseminacio artificial o per ICSI, o bé es pot fer ICSI
directament. En conjunt, el que importa és el problema reproductiu, i a partir

d’aqui escollir la tecnica que més s’adequi a la situacio.
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5. Conclusions

La transferéncia d’embrions €s una técnica que des de la seva aparicio no ha
sofert modificacions importants, tot i haver recercat molt en alguns problemes
gue presentava inicialment. S’ha estandaritzat a realitzar la transferéencia
utilitzant la transferencia transvaginal en comptes dutilitzar técniques
quirargiques com la incisi6¢ al flanc o la incisié a la linia mitja. El fet d’utilitzar
una tecnica relativament senzilla i facil de realitzar ha estes el seu Us, ja que no
requereix ubicacions especials i que no comporta cap perill per a les eugues
donants i receptores. A més les eugues no es veuen perjudicades en repetits
processos ni en el pas dels anys. Les taxes de gestacio que s’aconsegueixen
depenen fonamentalment del tipus de semen que s’utilitza, igual que succeeix
en la inseminacié artificial. Si I'ls de semen fresc o la munta natural té uns
resultats del 70%, és logic que la transferéncia d’embrions no garanteixi una
gestacié al primer intent. Si utilitzem semen refrigerat o congelat els resultats
encara disminueixen més, ja que en inseminacio artificial sén del 40-50%, i en
el cas de semen congelat d'un 30%. No obstant aix0, és una bona técnica i

déna uns resultats bons.

D’altra banda, I'Us d’aquesta técnica ha creat una problematica en el registre de
races, on han restringit el seu Us a un determinat numero de poltres a I'any o
I’'han condicionat en la raca de les eugues receptores. Crec que la transferéncia
d’embrions no hauria de suposar un impediment a I'hora d’inscriure un cavall en
el llibre genealogic, ja que I'animal que neix conté els mateixos gens materns i
paterns tan si s’ha gestat en la mare materna com si s’ha gestat en la mare
receptora. D’aquesta manera, no veig necessari que I'euga receptora sigui de
la mateixa raca que I'euga donant, doncs no influira en la genéetica del poltre.
Tampoc crec acceptable restringir el nombre de poltres per any que s’obtenen
en la transferéncia d’embrions, ja que el que es fa és potenciar la capacitat
reproductiva de la mare igual que es fa quan s’utilitza la inseminacié artificial, ja
que d’un ejaculat que només hauria servit per una possible gestacido se'n

obtenen diverses dosis que esdevindran possibles gestacions.
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Aixi doncs, crec que la transferéncia d’embrions és una tecnica molt util quan
es vol obtenir un poltre de qualitat i 'euga no pot mantenir la gestacio, ja sigui
perque competeix, perque és vella, o perqué té problemes de fertilitat i que
s’haurien de replantejar I'existencia d'impediments que estableixen els registres

de raca.
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