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Excelentisimo Sr. Presidente,
Excelentisimos Sefioras y Sefiores Académicos
Sefioras y Sefiores:

Es para mi un gran honor optar hoy a ser recibido en la Real Academia de
Doctores de Espafia y una enorme responsabilidad compartir un sitio en
esta Academia, por la relevancia y prestigio de las personalidades que la
integran.

En primer lugar, quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a los
miembros de esta llustre Institucion por su decisién de elegirme Académi-
co de Namero, al considerar con una magndnima evaluacion mis méritos
y otorgar el voto favorable a mi candidatura.

Agradecimiento especial a {os Excelentisimos Académicos que me apoya-
ron, avalaron y consideraron digno de formar parte de esta Real Acade-
mia: D2, Maria Ruiz Trapero, D. Luis Mardones Sevilla y en especial a mi
maestro el Profesar D. Félix Pérez y Pérez, por el afecto, amistad y apoyo
que me ha demostrado a lo large de [os afios y que ademas hoy tengo el
haonor de gue sea él quien responda a mi discurso de ingreso.

El profesor Pérez y Pérez ha sido un referente en mi formacion, no sélo en
el ambito académico, sino como profesor y como persona, desde el afio
1965 cuando, como alumno de las materias que impartia, entré a formar
parte de su grupo de trabajo en Reproduccién Animal, siendo un ejemplo
de vocacion y dedicacidn universitaria.

No es una cuestién protocolaria sino un deber, hacer mencién de quien
ocupd anteriormente la Medalla 110, el Dr. D. Carfos Barros Santos, figura
insigne de la profesidn veterinaria, profesor de investigacion del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas; intervino de forma importante en
el Codigo Alimentario Espafiol y en la Comisidn Interministerial para la
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ordenacidn y legislacion alimentaria, y es un reconocido experto en: cien-
cia y tecnologia de los alimentos, derecho alimentario y consumo, siendo
ademas Profesor Honorario de la Universidad Auténoma de Madrid.

Hoy es un dia que me honra de satisfaccion, pues supone fa culminacion
de la trayectoria que inicié al obtener en 1968 el grado de Doctor en Vete-
rinaria por la Universidad de Zaragoza. Desde entonces, gracias a todas las
Instituciones en las que he desarrollado mi actividad profesional: Instituto
Agrondmico Mediterrdneo, Universidad de Zaragoza, Facultad de Veteri-
naria y, en especial, al Departamento de Patologia Animal, a las Catedras
de Cirugia y Reproduccidn y a todos los compafieros y cotaboradores de
las mismas, con los que comparto y he compartido mi actividad universi-
taria y gracias a los cuales hoy estoy aqui.

Especial mencién de agradecimiento a mi familia, por su apoyo y enorme
comprension en mi dedicacidén profesional a lo largo de estos 40 ahos,
en especial a Julia, en la que siempre encontré ayuda vy carifio, y a mis
hijos: Ignacio, Marta y Gonzalo, quienes saben apreciar la labor de una
madre excepcional, cuyos valores sabran trasmitir junto a Maria y Sergio,
a nuestros nietos Beatriz, Carlos y a la nifia que esta en camino. Asi como
atodos los demas familiares y amigos, que saben que estan hoy presentes
conmigo.

Gracias, a todas las personas que me acompafian en este acto y gracias,
sobre todo, por el apoyo y el afecto que con su presencia me honran.

En este discurso de ingreso en la Real Academia de Doctores de Espafia,
intentaré resumir algunos aspectos sobre el Embridn, como ser vivo fruto
de la reproduccién o de fa biotecnologia, tanto en los animales domésti-
cos como en la especie humana, procurando hacer una reflexion general y
critica, sobre aspectos relacionados con el embridn y la bicética.



EL EMBRION: SER VIVO, FRUTO DE LA REPRODUCCION O DE LA
BIOTECNOLOGIA, EN LOS ANIMALES DOMESTICOS Y EN LA ESPE-
CIE HUMANA '

L.~ Evolucidn histérica de la repreduccion y sus tecnologias

Cuando el hombre se liberé de [as limitaciones del primate, accedié ai
mundo de los simbolos, conceptos y cultura, se pregunté sobre su origen
y su situacién en relacién a los otros seres vivos, intentando analizar los
misterios de la procreacion.

Muy pronto, considerd intuitivamente su posicidn privilegiada y que algo
ie diferenciaba de los otros seres vivos y que denomind “el Alma”. Antes
de saber que |a ontogénesis reproducia, morfologicamente, determina-
das caracteristicas de la filogénesis, se admitié una evolucién progresiva
en el curso de la gestacidn y Aristételes planted una ontogénesis del alma
que se correspondia a la del cuerpo, fijando la “forma humana” en el dia
40 para los varones y en el dia 80 para las mujeres. En la antigiledad, se
presuponfia que el feto hasta gue no estaba perfectamente formado, no se
consideraba “ser humano” y no podia recibir {a forma humana del alma;
esta tesis fue sostenida por San Agustin y fue la que prevalecid durante fa
Edad Media gracias a la autoridad de Santo Tomas. La posicién teoldgica
actual se inclina mas por la animacién inmediata: estudia al embrién con
una vision unitaria en la que no hay primero una materia bioldgica gue
recibe después un alma, sino un ser humano en desarrollo progresivo.

La Reproduccion es tan antigua como el origen de las especies incluida
la humana, pero el concepto actual de Reproduccién no aparecié hasta
finales del siglo XVIil y se utilizé para indicar la formacidn de seres vivos,
los cuales, hasta entonces, se pensaba que eran engendrados por la in-
tervencion de fuerzas divinas. En un ser vivo todo gira alrededor de Ia
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reproduccion. La perpetuacién de la especie ha sido tema de grandes es-
peculaciones y objeto de numerosos cultos (Pan, Juno, Caprotina, etc.).

En la antigiiedad, una concepcién generalizada era la teoria del doble se-
men. Hipdcrates, Empédocles, Parménides, y Demdcrito pensaban que la
mujer suministraba un semen como el vardn y que el sexo era determina-
do por la predominancia del semen del padre o de la madre. Ademas De-
mdcrito e Hipécrates, sostenian que el semen provenia de todo el cuerpo.

Galeno y Aristdteles retomaron la concepcién del doble semen, que fue
nuevamente adoptada por Bacon (siglo XVI}, Descartes (siglo XVil) en su
Tratado def Hombre, y Diderot (siglo XVII), quien en su Interpretacion de
la Naturaleza, escribia: “se ha descubierto gue hay en un sexo el mismo
fluido seminal que en el otro sexo”.

Stenon, en 1667, lanzd la idea de que los testiculos de las mujeres deben
ser analogos a los ovarios y que estos testiculos envian huevos al dtero.
Harvey {1651), en su Tratado sobre fa Generacién, no observa nada en
los testiculos hembra u ovarios y concluye que no tienen ninguna utilidad
para la generacion.

Von Graaf {1672) observd que los foliculos contenian verdaderos dvulos
en las diferentes especies de mamiferos y Leeuwenhoek (1674) describe
los animalculos espermaticos. Dos teorias surgen, el ovismao, que pretende
que el huevo engendrado por la hembra representaba a titulo exclusivo el
elemento reproductor {el macho no intervenia sinc por un vapor aura se-
minalis emitido por el esperma) y el espermatismo, que veia verdaderos
embriones en los animalculos del semen.

Spallanzani (1768) demostrd gue el contacto del esperma y los 6vulos era
necesario para realizar la fecundacién, pero concluyé que los espermato-
zoides no eran los agentes del desarrollo de los huevos. Sin embargo, Spa-
llanzani (1780) realiza posteriormente con éxito la inseminacion artificial
de una perra, siendo los avances en el campo de la inseminacién artificial
de tal magnitud que podemos considerarlos como 1a primera biotecnolo-
gia en la reproduccién animal.

En el siglo XIX, comienzan las investigaciones positivistas. Von Baer (1827)
descubre el dvulo en la perra; Kolliker (1841) establece el origen testicutar
del esperma; Barry (1840) observa la penetracidn de los espermatozoides
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dentro de los dvulos; y Hertwig (1875) demuestra que la fecundacion co-
rresponde a la fusion de los niicleos del dvulo y del espermatozoide.

Al final del siglo XIX nace la endocrinologia. Prenant {1898) afirma que
el cuerpo luteo es una glandula endocrina v, en 1900, Bouin y Ancel, de-
muestran que los testiculos y los ovarios tienen igualmente una funcién
endocrina.

Desde que Aristoteles indicara ia relacidn entre las génadas y el compor-
tamiento, estudiando la influencia de la castracién, hubo que esperar mas
de 2000 afios hasta que Long y Evans {1922} describieran el ciclo sexual y
Allen y Doisy (1923} identificaran la foliculina y la progesterona.

Por otra parte, Asheim y Zondek {1927} descubrieron que la orina de mu-
jer gestante provocaba la ovulacion y la formacion de cuerpos ldteos, y
Cole, Hart y Zondek (1930) demostraron que el suero de yegua gestante
y la orina de mujer menopdusica eran capaces de estimular el desarrollo
de los foliculos ovaricos, descubriéndose ia hCG (gonadotrofina coridni-
ca humana}, la hMG (gonadotrofina menopdusica humana) y la PMSG o
eCG (gonadotrofina de suerc de yegua gestante o gonadotrofina coridnica
equina)

Faltaba la observacidn directa en el hombre y en los animales de los acon-
tecimientos de la reproduccion y del desarrollo, pero poco a poco se acla-
raron los complejos mecanismos de la ovulacion, fecundacién e implan-
tacion, con los trabajos embrioldgicos de Debierre (1902), los de nidacidn
en la especie humana, de Delporte {1912) o los de Hertig y Rock sobre [a
anatomia del embridn en sus primeras fases de desarrollo, La observa-
cién de los primeros contactos del embridn con el organismo materno
representaron una nueva etapa, a la que siguid en la especie humana la
fecundacioén in vitro, descrita por Shettles en 1960.

Desde que en 1866 Mantegazza, congeld espermatozoides humanos a
-172C y posteriormente Luyet y Hodapp {1938) demostraron gue los es-
permatozoides (de rana) podfan ser congelados a -1802C, se ha avanzado
de forma espectacular en la criobiologia espermatica.



Criohiologia espermatica en las diferentes especies (Malo, C.M., 2009)
Especie Referencia

Bovina Amann y Almguist {1957)
Canina Foote (1964}
Caprina Fraser {1962)
Cunicola Smith y Polge {1950)
Equina Merkt y Krause (1966}
Felina Platz y cols. (1978)
Humana Freund vy Wiederman (1963)
Qvina Blackshaw y Emmers {1953}
Porcina Pursel y Jonson {1975}

A principios del siglo XX, Heape realizé las primeras transferencias de em-
briones y desde entonces, se han llevado a cabo transplantes desde el
estadio de huevo, pasando por los de 2, 4, 8 6 16 ¢élulas, de mérula, o de
blastocisto. La primera congelacion de embriones de mamiferos se llevd a
cabo en 1952 {Smith), pero no fue hasta 1974 (Whittingham et al.) cuan-
do se obtuvo el primer nacimiento por transplante de un embrién ovino
congelado. La FIV se inicia en los mamiferos en 1953 por Thibault et al,,
aungue no se consiguit hasta 1985 el nacimiento de los primeros cabritos
y hasta 1986 el de los primeros corderos.

De acuerdo con Martal {2002), si analizamos |la evolucidn de los dltimos
afios, se plantean interrogantes con respuestas divergentes o incluso
opuestas por parte de: bidlogos o tecndlogoes, juristas o politicos, filésofos
o tedlogaos, o simplemente por la sociedad civil.

La ciencia, los cientificos o los biotecnélogos tienen o no razén al priorizar,
en la especie humana, el utilitarismo por sus efectos beneficiosos inme-
diatos, no para todos pero si para una mayoria, en nombre del bienes-
tar, en detrimento de lo que algunos consideran {eguivocadamente o no)
como intangible, que es el respeto al embrion y a su no manipulacién, lo
cual irremediablemente atenta a la dignidad humana.

Mathieu {2000) dice que es posible defender una visidn utilitarista del ser
humano que justifica el sacrificio del embridn en interés de la colectivi-
dad, pero que debemos reconocer gue esta eleccion es incompatibie con
el reconocimiento de cualguier dignidad al embridn humano. La regula-
cién de las investigaciones sobre el embridén humano compromete a fa
sociedad en una de estas dos situaciones.
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El principal problema que debemos abordar con serenidad es intentar ar-
monizar una ética de conviccidn con una ética de responsabilidad, que
permita la proteccidn y seguridad del embrién y el beneficio del progreso
de las investigaciones actuales, a veces conflictivas tanto desde el punto
de vista ético como bioldgico, tales como: la epigénesis, la herencia extra-
genomica, la huella parental, el pape! de las mitocondrias y las relaciones
nucleo-citoplasmaticas, las células totipotentes, la transgénesis o la clo-
nacion, la transdiferenciacién o el establecimiento de las relaciones feto-
maternales, investigaciones legitimas pero no sabemos si Gtiles.

Diversos comentarios nos ponen en guardia frente a desvarios o delirios
que prolongan el alegato a favor de la heuristica del miedo, en particular,
como una advertencia legitima sobre el riesgo de la eugenesia. La realidad
de esta reside menos en las conse'cuenci.as del progreso de la biclogfa que
en el intervencionismo del Estado en materia de la procreacién humana.
No olvidemos que las grandes corrientes eugenésicas del siglo XX tuvieron
su origen no en la evolucién de los conocimientos cientificos sino en su
interpretacion falaz y, més atin, en consideraciones ideoldgicas y politicas
asociadas. La eugenesia gue puede aparecer en el siglo XXI es esencial-
mente econémica; es decir paises con estado de bienestar regulado por
el Estado. Se puede temer que un intervencionismo en reproduccién asis-
tida, conduzca a un intervencionismo en la procreacién natural {ejemplos
geopoliticos demuestran la realidad de este riesgo).

La responsabilidad de la sociedad debe definir a donde desea, o no desea
ir. Debe promover la transparencia de sus investigaciones, desde sus ini-
cios hasta sus mas lejanas consecuencias. La mayoria rechaza fa clonacién
reproductiva, no tanto en razén de.una hipotética transgresién de la dig-
nidad humana, sino por los riesgos médicos y por la temible libertad gue
supone en las relaciones inter-generacionales.

Se plantea si es legitima la investigacion que lleva a la utilizacidn terapéu-
tica de células embrionarias, pero hace ya mas de 40 afios que los trabajos
de Shettles y Edwards supusieron una transgresién, y nuestra sociedad los
ha aceptado y reconocido.

Ennombre del respeto a la dignidad del embrién humano, se debe prohibir
el recurso terapéutico a las lineas celulares, cualquiera que sea su origen
(embrionario, somatico, por transferencia nuclear o transdiferenciada); se
debe elegir entre el utilitarismo instrumental y el valor transcendente del
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ser que serd una persona, es decir, entre el bienestar esperado y la digni-
dad supuesta. Es una cuestion de conciencia y de referencia personaiy no
de respeto al Orden Piblico y a las buenas costumbres.

Unos prefieren no participar y rehusan, para ellos y sus familias los benefi-
cios potenciales de estos hipotéticos progresos; otros, por el contrario, se
orientan hacia el pragmatismo de que se trata de investigaciones sobre el
embrién, destinadas a mejorar la Reproduccion Asistida. Segun esta pos-
tura, ées admisible sacrificar, en el marce de dichas investigaciones, em-
briones vivos obtenidos por Reproduccién Asistida o por clonacidn, para
prevenir, quizas mafiana, muertes o malformaciones embrionarias?
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ll.- Reconocimiento Maternal de la Gestacidn en los animales do-
mésticos:

E} principal ohjetivo que vamos a plantearnos es intentar descifrar ese
“puzzle hormonal” que permite establecer la gestacidn a través del reco-
nocimiento maternal de la presencia del embrian.

Revisiones generales se han realizado sohre el Reconocimiento Mater-
nal de la Gestacion (R.M.G.}, para dar visiones de conjunto (Basu, 1985;
Thatcher et al., 1985; Heap et al., 1988; Flint et al., 1990; Bazer, 1992; Gei-
sert et al., 1992; Espinosa, 1993 y 1994; Bazer et al., 1994; Roberts et al.,
1996), o para analizar aspectos mas especificos sobre el reconocimiento
de |a gestacidn, y entre ellas citaremos las de: Thatcher et al. (1984); Ford
(1985); Sergeev et al. (1986); First and Eyestone (1988); Hansel and Hickey
{1988); Flint et al. {1990}; Roberts et al,, 1990; Humbolt 1991; Parkinson
{(1992); Bazer (1992); Bazer et al. (1991), etc.

En primer lugar, deberiamos plantearnos por qué las hembras de los
mamiferos desarrollan en su interior el proceso de |a gestacién, a través
del cual el embrién, primero, y el feto, mas tarde, van completando su
formacion y desarrollo hasta que pasan al medio exterior.

Para ello deberemos remontarnos a los 65 millones de afios de fa era
Cenozoica en la que no solo evolucionaron la' mayoria de las especies de
mamiferos sino que se modelaron los rasgos de los continentes dando
forma al mundo moderno. La desaparicion de los grandes reptiles, en
un periodo que se caracterizé por sus violentas y extensas glaciaciones,
supuso la ascension y evolucién de los mamiferos, que adquirieron en
la primera mitad del Cenozoico gran variedad, desarrollo y fuerza; para
en su evolucidn posterior, presentar un menor tamafo corporal pero un
mayor desarrollo cerebral en el que el encéfalo, con sus estructuras, se
presenta como especifico de los mamiferos.
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La caracteristica que diferencia a las mas de 4.000 especies de mamiferos
conocidas es ser viviparos. La hembra pone huevos desprovistos de reser-
vas nutritivas que, por tanto, deben desarrollarse en su interior, hasta que
son depositados en el medio exterior. Asi surgio la gestacion como una
particular forma de adaptacién al medio, que garantizaba el desarrollo
de la especie.

La evolucién de los mamiferos es el resultado de una multiple seleccién
de hechos que favorecen a las especies que retienen los embriones en el
interior de la madre, durante periodos que dependen de la duracién de
la gestacidon. La capacidad de retencién embrionaria proporciona a los
mamiferos ventajas frente a la predacion y a los cambios extremos en el
medio, en comparacion con sus homdélogos oviparos.

Las especies viviparas han desarrollado varios mecanismos: de control en
el transporte de los huevos (oviposicién inhibida}; de intercambio de pro-
ductos (gases, nutrientes y residuas); de relacién entre la madre y el em-
brién-feto (placenta funcional); y de proteccidn para el desarrollo del em-
brign frente a los mecanismos maternales de inmunorreconocimiento.

En la mayorfa de las especies domésticas, el éxito del desarrollo em-
brionario se basa en la utilizacién del cuerpo luteo como érgano endo-
crino, cuyo mantenimiento durante fas primeras fases de la gestacion
estd relacionado con el Reconocimiento Maternal de la Gestacidn. El esta-
blecimiento de la gestacién implica un continuo didlogo entre el embridn
y el medio materno, en el que la prolongacion funcional del cuerpo ldteo
es Uno de los mayores acontecimientos. {Geisert, et al., 1992).

Los diferentes seres vivos, en su origen, son unicelulares. La vida, tanto en
el hombre como en los animales, comienza en una celula indiferenciada.
Las primeras divisiones de esa célula {ovocito fecundado) tienen como
finalidad aumentar en namero, por lo gue cada generacidn celular es de
menor tamafio que la precedente. Estas primeras células se denominan
totipotentes, ya que cada una, aun indiferenciada, es capaz de proporcio-
nar la informacion genética para desarrollar un animal completo. Aproxi-
madamente, a la cuarta generacion celular se produce la compactaciony
se inicia la especializacion, con células que originaran el nuevo ser y célu-
las que formaran la placenta. Cuando se alcanza la fase de blastocisto,
las células estan claramente distribuidas y el embrién empieza a tener
necesidades gue no pueden ser satisfechas fuera del dtero. El nimero de
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células aumenta rapidamente y la masa total también, inicidndose una
interaccién entre la madre y el embrién mucho mas compleja. {Dziuk,
1992). La madre suministra estimulantes y nutrientes esenciales, y las
sefiales embrionarias hacen que se mantenga el suministro para la super-
vivencia y el desarroflo del embrién. (Godkin et al., 1984),

Aungue es evidente gue la madre enseguida sabe que un embridn en
estado de division esta dentro de su tracto reproductivo, y reacciona a
SU presencia, sus precoces respuestas no parecen ser esenciales para la
continuidad de la gestacidn. (O'Neill, 1992). El transplante de embriones
a hembras no cubiertas puede lograrse satisfactoriamente en vacas, 2 se-
manas después de la concepcion, siempre que la receptora esté adecu-
adamente sincronizada con la donante. Existe un momento, en todas las
especies, en el gue la presencia del conceptus es necesaria para mantener
el Gtero en un continuo estado receptivo.

El concepto, produce un conjunto de productos (prostaglandinas, es-
teroides, metabolitos esteroides, proteinas, etc.) que al actuar junto a los
componentes Utero-ovdricos mantienen la gestacién (Martal, et al., 1984;
Thatcher et al., 1984; Bazer et al., 1986; Gandolfi, et al., 1992).

El establecimiento de la gestacidn implica interacciones entre dos siste-
mas interdependientes definidos como el conceptus (embrién y sus mem-
branas) y el (itero. La naturaleza critica del periodo de unién v la necesi-
dad de sincronia entre el embridn y el Gtero, enfatiza la importancia entre
el medio uterino y las sefiales del embridn, en el reconocimiento de la
gestacion. (Thatcher et al., 1984). La diferencia entre una vaca gestante
Y una vacia, es la presencia del embrién en el Gtero. Consecuentemente
el mantenimiento del cuerpo liteo, caracteristico de gestacion, es reflejo
de la respuesta a las condiciones fisioldgicas iniciadas por el concepto y
sus productos en la luz uterina. El proceso en el que las sefiales de peri-
unién del concepto se hacen presentes en la unidad maternal y originan
el mantenimiento del cuerpo lGteo, se ha definido como “Reconocimiento
Maternal de lo Gestacion”,

El Gtero y el embridn son muy dindmicos, siendo necesaria una sincronia
entre ambos, ya que la demanda embrionaria en cada momento es esen-
cialmente cualitativa. (Harney et al., 1990). El éxito de una gestacién de-
pendera de los acontecimientos que ocurran en la “interfase” embrién-
madre.
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El estudio de las secreciones uterinas en hembras ciclicas y gestantes
{Ashworth, 1992}, sugiere que la gestacion o la presencia del embrion en
el Gtero, modifica la bioguimica uterina en la oveja (Findlay et al., 1981);
cerda (Geisert et al., 1982); vaca (Bartol et al., 1981); yegua (Zavy et al.,
1979); etc.

Las interacciones entre el embrién y el Gtero, revelan que el blastocisto
es capaz de modificar la secrecion proteica endometrial desde la segunda
semana de la gestacidn hasta la implantacién. En los animales domesticos
el intervalo entre la fecundacién y la implantacion varia de 16 dias en la
oveja a 36-40 dias en la yegua (Hodgen and Itskowizt, 1988).

Son necesarias sefiales embrionarias y cambios hormonales para las
transformaciones uterinas que conducen a la implantacion. La naturale-
za de las sefales y como actiian es algo muy complejo, ya que algunas
sefiales lo hacen durante poco tiempo, determinando respuestas uteri-
nas locales caracteristicas de la fase de aposicién-implantacion, mientras
otras son efectivas a largo plazo, induciendo cambios sistémicos asocia-
dos a la gestacion, tales como el mantenimiento del cuerpo luteo o la
respuesta inmune. Todo ello implica la necesidad de més de una sefial
embrionaria.

El establecimiento de la gestacidn sera el resultado de las interrelaciones
entre el embrién y sus membranas con el medio maternal (Basu and Kin-
dahl, 1987; Martal and Chene, 1992).

1.1.- Mecanismos de R.M.G.

Los embriones de todas las especies son capaces de sintetizar y segregar

“esteroides, prostaglandinas y polipéptidos durante el periodo de pre-im-
plantacién. El inicio de la sefial que mantiene el cuerpo liteo se produce
cuando el trofoblasto contacta con los cuernos uterinos, siendo la expan-
sién rapida del trofoblasto esencial para la liberacion de la sefial a través
de los cuernos uterinos y para prevenir la luteolisis. El mantenimiento de
la funcién luteal durante el inicio de la gestacién en los rumiantes depende
de la sintesis y de la secrecién de polipéptidos por el embrién. (Bazer et
al,, 1991).

Diversos acontecimientos fisioldgicos tienen lugar a lo largo de la gestacién,
siendo numerosos los cambios gue entre el embrién y la madre se produ-
cen desde la fecundacion hasta el momento de su implantacién en el Gte-

16



ro. Muchas cuestiones se plantean sobre el didlogo que se establece entre
fa madre y el embridn, siendo los intercambios entre ambos, numerosos y
complejos. {Heap et al., 1989).

En los rumiantes, las proteinas trofoblasticas implicadas en la regulacién
de la luteolisis en el inicio de la gestacién son interferones trofoblasticos.
Estas trofoblastinas tienen accidén antiviral, antiproliferativa e inmuno-
supresora, lo cual es tipico de los interferones El efecto antiproliferativo
puede contrelar el endometrio hasta que el trofoblasto expandido se situe
en los cuernos uterinos, permitiendo que el embrién tenga el tiempo ne-
cesario hasta la implantacion y pueda controlar la funcién endometrial.

El factor comin asociado con la luteolisis en las especies domésticas, es
la pérdida de receptores de progesterona en el epitelio uterino, hecho
que implica que la responsabilidad para mantener el establecimiento de
la gestacion pasa de tener un control maternal a un control embrionario,
y el sistema por el que el embrion establece el control, implica el mejor
mecanismo para el desarrollo de la placenta y la unidn fetoplacentaria.

En los unguladas, el cuerpo ldteo regresa como resultado de la liberacion
de la hormona luteolitica PGF2a por el endometrio uterino en la parte
final del ciclo estral. Si un ungulado queda gestante después de la cu-
bricién, la sefial luteolitica puede no producirse. La accion del concepto
es prevenir la luteolisis, mas por accidn antiluteolitica que luteotréfica,
desafortunadamente aunque el mecanismo luteolitico es comun, las ac-
ciones antiluteoliticas utilizadas para mantener el cuerpo hiteo, difieren
considerablemente entre los diferentes ungulados (Roberts et al., 1996).

11.2.- Productos implicados en el R.M.G.

La naturaleza y funcion de las proteinas involucradas en el control de
la gestacidn, scn sefiales embrionarias necesarias para el R.M.G. Entre
las sefiales de origen trofoblastico, estdn las gonadotropinas coridnicas
descritas ya en 1927 por Ascheim y Zondek. Thatcher et al., {1985) habian
determinado la importancia del mantenimiento del cuerpo liteo en el
R.M.G.

El desarrollo embrionario preimplantatorio se caracteriza por tres dife-
rentes etapas morfoidgicas: compactacion, cavitacion y expansion blas-
tocitaria, que requieren una muy bien orquestada expresién de los genes
derivados del genoma maternal y embrionario.
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Algunos genes y factores implicados en el reconocimiento maternal, son:

El WT1: que puede estar involucrado en la morfogénesis de la cresta uro-
genital y en la determinacion sexual.

El SFI {Steroidogenic Factor 1}, también denominado FtzF1 {fushi tarazu
factor 1) o Ad4BP {adrenal 4 binding protein), es un receptor nuclear que
regula un gran nimero de genes implicados en la esteroidogénesis, y en
el desarrolio de las gonadas y de las glandulas suprarrenales. Regula la
trascripcion del gen de 1a hormona antimulleriana, en combinacion con:
SOX9, WT1 vy DAX-L.

El SOX9: intervendria en la trascripcion de AMH y parece ser gue tendria un
papel central en la determinacion del sexo, de forma comparable al SRY.

El Gen DAX-l o Locus DSS {Dosage Sensitive Sex reversal), intervendria en
el control de la funcién de reproduccién, a nivel hipotdlamo-hipofisario-
gonadal y en el desarrollo de las crestas genitales. Aparentemente, DAX-|
serfa un antagonista de! SRY.

El sexo genético en la fecundacién depende de la naturaleza del cromo-
soma sexual X 0 Y, aportado por el espermatozoide fecundante. Si el cro-
mosoma Y esta presente se forma un macho, por la accién de un gen de
diferenciacion (SRY) localizado en el cromosoma Y, que activa una cascada
de otros genes y factores, para su accion.

Oct-4 es una de las mas precoces expresiones génicas conocidas, cuyo fac-
tor de transcripcién parece ser que regularia el desarrollo de la embriogé-
nesis, pudiendo ser un marcador precoz de la diferenciacion de las células
ES, e intervendria en una correcta preimplantacion. {Gandolfi et al,, 1997)
y cuya localizacion queda reflejada en el cuadro siguiente.

Localizacién de la proteina Oct-4 en diferentes estadios de maduracién
ovocitaria y embrionaria. {Gandoifi et al., 1997)

Ovotito Células Blastocisto
Lugar Zigoto Mérula -
Inmaduro | Maduro 41 8 Precoz | Normal Expandido
Ndcleo ++ + ++ ik |+ +++ ++ + ++
Citoplasma + + + + | % + + + +
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En vacuno, en el desarrollo embrionario precoz, se han determinado las
siguientes transcripciones de genes:

Expresion de genes en embriones bovinos (Wrenzycki et al., 1997)

Gen Ovorcito

Zigoto

Cély

fas

Mérula

Blastocisto

Inmaduro

Maduro

2-4

8-16

Normal Expandido

Dgl -

Dcl

Hsp

Poly A

Glut-1

+ |+ 1+

+ |+ [+ ]

Plako

+ |+ | |

I ER S

Cx 43

+ 4+ [+ ]+ [+

4+ i [ [+ ] |

Dcll -

De 1l -

+ |+ |+ |

+ [+ ]+ |

+ |+ |+ [+ [+ i+ [+ ]

E S SO N B P ) N

+ ||+ |

i -

= Desmocolina |, I, y IH {Dc 1, Dc lly De IH)
= Plakofifina {Plako)
u  Heat shock protein (Msp 70,1)

= protefna Trofoblastica (TP)

Desmogleina 1 (Dg 1)
Conexina 43 {Cx 43)

Glucosa transporter {Glut — 1)
Poly A polimerasa (Poly A)

Las Activinas, pueden jugar un importante papel funcional en el desa-
rrello embrionario bovino, segin Yoshioka et al (1997), quienes sugieren
que los embriones bovinos pueden producir activina A de zigotos a moru-
la, y expresar receptores de activinas.

OVOCITO - EMBRION | INHIBINA-ACTIVINA [FOLLISTATINA | RECEPTORES DE ACTIVINA | B-ACTINA
o BA BB | 1B i} 1B
Ovocito Inmaduro + + - + + - + + +
Ovocito Maduro + + - + + + + + +
Zigoto - + - + + - + + +
2 Células - + - + + - + + +
3 -4 Células - + - + + R + ¥ +
5 - 8 Células - + - + + - + + +
9 - 16 Célujas - + - + + . + + :
Morula - + - + + R + ¥ +
Biastocisto + + - + + - + ¥ +
Blastocisto Expandido |+ + - + + - ¥ + ¥

Yoshioka, et al. (1997)

Las Glicoproteinas oviductales especificas, son segregadas por el
epitelio del oviducto. La glicoproteina oviductal bovina (bOGP), tie-
ne un elevado peso molecular {97 kD). La bOGP, aumenta el nime-
rc de embriones que se desarrollan in vitro de mdrula a blastocisto
el dia 62 después de la FIV. (Martus et al.,, 1997) y puede tener un pa-
pel importante en la regulaciéon del desarrollo embrionario bovino.
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En la secrecidn oviductal se han localizado ademds las siguientes molécu-
{as: bEGP (bovine estrus-associated glycoprotein), EGF (epidermal growth
factor), TGF a (transforming growth factor), EGF-R (epidermal growth fac-
tor receptor), y subunidades BA y BB de inhibina. (Modina et al., 1997).

E.P.F. (Early Pregnancy Factor), todos los embriones o de forma mas ge-
neral todos los productos de la concepcidn {embridn y anejos) son porta-
dores de antigenos paternales y deberian ser rechazados por la madre. La
forma en que estos antigenos se expresan y las modalidades de respuesta
materna, condicionan el mantenimiento del embrién en el Gtero, al no
ser un lugar desprovisto de actividad inmunitaria (Watson and Zanecosky,
1990).

Desde 1970 hasta 1980, se efectuaron numerosos trabajos sobre el EPF
(Early Pregnancy Factor). Este factor fue puesto en evidencia en la san-
gre maternal, en las 24 horas post-fecundacién, es el indice maternal mas
precoz de gestacién que se conoce (Heap et al., 1986), desapareciendo
en caso de mortalidad embrionaria. Ef huevo emitirfa una sefial llamada
zigotina, que estimularfa la produccion de EPF-A en el oviducto y de EPF-
B en el ovario. La produccién de EPF-B, estaria bajo la dependencia de la
hipdfisis. El EPF puede ser gue participe en la tolerancia inmunolégica de
embridn por la madre (Martal and Charlier, 1985).

P.AF. {Platelet Activating Factor}), Thibodeaux et al,, {1994), indican que
los embriones bovinos en estadios precoces producen un factor o facto-
res, que pueden estimular la produccién de progesterona por las células
luteales varios dias antes del momento aceptado como de reconocimien-
to maternal de gestacion. Este factor puede actuar directamente sobre las
células luteales y estimular la produccidn de progesterona.

E! aumento de la produccién de progesterona por las células luteales,
puede ser también por la accion del Factor de Activacion de Plaguetas
o PAF (Platelet Activating Factor)}, fosfolipido cuya accidn luteotropa ha
sido dermostrada en otras especies. Este factor tiene caracteristicas fisico-
guimicas compatibles con las de los productos con actividad luteotropa.
Ademas el PAF, es capaz de modificar la sintesis de PGE2 por el endome-
trio, Gross et al (1990} encontraron que bajo la accion del PAF, se produce
en hembras ciclicas un aumento el dia 17 de PGE2 y una disminucion de
PGF2a, indicando una ausencia de accion del PAF sobre la secrecidn de
prostaglandinas en hembras gestantes, posiblemente por falta de sensibi-
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lidad del endometrio en un momento en el que los factores anti-luteoliti-
cos, han podido ya ejercer su accién. El PAF, es probablemente uno de los
factores mas precoces, de regulacién de la sintesis de progesterona, pero
no es seguro que sea un elemento esencial que permita el mantenimiento
del cuerpo lateo.

Trofoblastinas e Interferones, en los rumiantes, moléculas del trofoblas-
to, estan implicadas en los mecanismos de reconocimiento, Las trofoblas-
tinas son interferones que se comportan como sefiales embrionarias de
gestacion, siendo su accién crucial en la transformacién del cuerpo liteo
de ciclo en cuerpo liteo de gestacidn y en los mecanismos de no rechazo
inmunoldgico del semi-injerto de origen paterno que constituye el em-
brién para la madre. Los IFN constituyen la sefial responsable del reco-
nocimiento maternal de la gestacion, permitiendo el mantenimiento de
la secrecién de progesterona favorable al desarrollo embrionario (Martai
et al., 1992).

Parece evidente que una insuficiente secrecion de [FN, podria originar
una mortalidad embrionaria, un aborto o una reabsorcién en el comienzo
de la gestacién, debido entre otras, a su accién determinante en la su-
pervivencia de las células multipotentes (Embrio Stem Cells) en el botdn
embrionario del blastocisto. Diversos argumentos demuestran gue los IFN
tienen un papel importante en el control de la tolerancia inmunoldgica
del embrién en el momento de la implantacién. Los embriones bovinos,
segun Roberts {1989}, segregan un conjunto de proteinas, durante el pe-
riodo de reconocimiento, responsables de prevenir |a regresién luteal al
atenuar la accion de la luteolisina uterina; estas proteinas, relacionadas
con los interferones, tienen potentes actividades antivirales y antiprolife-
rativas.

Las trofoblastinas se producen en el momento critico del establecimiento
de la gestacién y aunque su produccidn {dias 15 a 25) cesa rdpidamente,
su efecto antiluteolitico puede persistir varios meses (Martal et al., 1991).
Esta accidn sobre el cuerpo lateo es el resultado de complejas interac-
ciones con otros parametros tales como la ruptura de la estimulacién de
la oxitocina luteal, ta relacién entre los receptores de oxitocina y PGF2a
(Flint and Sheldrick, 1986; Flint et al., 1989), el balance entre las prosta-
glandinas luteoliticas (PGF2a)} y luteotréficas (PGE2 y PGE1) (Curl, 1989), y
las interacciones, intra-endometriales, intra-ovaricas, e intra-luteales, con
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los factores luteotrdficos hipofisarios {PRL, LH) o placentarios {CG y PL)
(Martal et al., 1987). '

El interferon tau {IFNt) es la sefial antiluteolitica producida por el concep-
to de los rumiantes. Mecanismos potenciales de accidn son: la estabili-
zacién o la regulacion de los receptores endometriales de progesterona,
incluyendo el bloqueo de progesterona y la prevencion de la sintesis en-
dometrial de receptores de estrogenos y de oxitocina; inhibicion directa
de los receptores de los estrégenos, atenuando la liberacién pulsatil de
PGF2q; 1a inhibicion directa de la sintesis de receptores endometriales de
oxitocina; y la inhibicién de los mecanismos post-receptores gue previe-
nen fa induccion de la oxitocina sobre la liberacidn pulsatil de PGF2a.

Las sefiales de reconocimiento de gestacion del trofoblasto de la vaca, son
hormonas antiluteoliticas paracrinas, que actlan en el epitelio uterino in-
hibiendo la liberacién de la prostaglandina luteolitica (PGF2a). Las sefia-
les antiluteoliticas, no se sabe que actlen directamente sobre el cuerpo
lUteo; sin embargo, las sefiales de proteccién luteal tales como la PGE2,
pueden contrarrestar potencialmente los efectos luteoliticos de la PGF2a.
La sefial antiluteolitica es el interferon tau (IFNt) producido por el trofoec-
todermo del concepto de |a vaca.

Son otros muchos los trabajos realizados respecto a trofoblastinas e inter-
ferones en ganado vacuno en relacién con el RMG, de entre ellos citare-
mos los de: Knickerboker et al. {1986), Roberts et al. {1991) y Wiltbank et
al. (1992), sobre la accion de la bTP en la inhibicion de PGF2a y en el man-
tenimiento del cuerpo liteo; Anthony et al. {1988), Roberts et al. {1990),
Farin et al. {1990}, v Hansen (1991) sobre bTP y reconocimiento maternal;
Short et al. {1991) sobre homologfas entre la bTP-1 y el bIFNT; Francis et
al. (1991}, Bazer and Johnson {1991), Flint et al. {1991), Parkinson et al.
(1992), Rajnchappel (1992), Stewart et al. {1992}, etc., sobre |a accién de
los IFN {biFNa, rbolFNa, 1, rbolFN, etc.) en el mantenimiento del cuerpo
[Gteo, accidn antiluteolitica y reconocimiento maternal de la gestacion.

PAG {Pregnancy Associatad Glycoprotein).

El embridn, antes de la implantacidn, produce varias sefiales (identificadas)
susceptibles de modificar la actividad inmunitaria materna. Entre estas
sefiales, encontramos en la vaca, la PGE2 y la proteina antiluteolitica (tro-
foblastina) bovina. Un poco mas tarde (dias 17-18 de gestacidn) y antes de
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la implantacién, se ha demostrado que las proteinas embrionarias son ca-
paces de disminuir la actividad linfocitaria en la vaca (Fisher et al., 1985).
Dunbar et al. {1990} indicaron que la PSPB podia ejercer este tipo de activi-
dad al principio de gestacidn. Esta proteina identificada en bévidos, ha sido
aislada en embriones de 25 a 45 dias (Butler et al., 1982). La PSPB parece
particularmente interesante para efectuar diagndsticos de gestacién en
rumiantes; ya que contrariamente a las sefiales locales descritas anterior-
mente, su dosificacién es posible en la circulacién periférica, permitiendo
diagndsticos de gestacién y de mortalidad embrionaria.

Estudios inmunocitiquimicos han demostrado que la PAG-1 en el ganado
vacuno se localiza en los granulos dentro de las células binucleadas, en
la capa externa de la placenta (Zoli et al., 1992). Estas células comien-
zan a aparecer justo antes gue la preplacenta (trofablasto) se una con
la capa uterina (alrededor del dfa 17, en ef ganado vacuno) y constituya
fos componentes invasivos de Iz placenta. Después se fusiona con las cé-
lulas epiteliales uterinas y los densos granulos secretorios descargan su
contenido en la cara basolateral del epitelio uterino (Wooding, 1992). La
PAG-1 mRNA, se expresa abundantemente desde las primeras células bi-
nucleadas, justo antes de la implantacion, hasta el final de la gestacidn,
aproximadamente a los 280 dias en la vaca. Esta expresién difiere notable-
mente de otro producto especifico del trofoblasto, el IFNT que se focaliza
en las células mononucleares del trofoectodermo y se expresa durante
unos pocos dias, antes de iniciarse la implantacidn.

La PAG, estd ampliamente distribuida, habiendo sido descubierta en ma-
miferos Artiodactilos y Perisodactilos, de hace al menos 55 millones de
afos, lo cual indica no sélo una importante curiosidad, sino fa importante
funcién gue puede desempefiar en la gestacion.

Los lactdgenos placentarios (PL) han sido identificados en numerosas es-
pecies (primates, rumiantes y roedores) pero no se han encontrado en
équidos, suidos, carnfvoros (perra y gata) y lagomorfos {coneja). Tienen
actividad mamotrodfica, lactogénica y somatotréfica los siguientes: hPL
(humana), rhPL (rhesus), oPL {I y il} {oveja), cCS (cabra)}, bPL (vaca), y e!
PL del cobaya; presentando solo actividad mamotréfica y lactogénica, los:
PL del ciervo, rPL (I yi) {rata), mPL (I yIl) {ratén} y ha PL (I ylI} del han-
ster, Los PL estdn relacionados estructuralmente con las hormonas PRL
y GH, participando en el metabolismo intermediario maternal y fetal, y
tenemos gue tener en cuenta gue todas estas hormonas forman una gran
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familia de PRL, con un origen genético ancestral comun, que tuvo lugar
en una segregacién cromosdmica hace 400 millones de afios. Posterior-
mente hace unos 20 millones de afios se recombinaron intra-cromosomi-
camente las hormonas del crecimiento y los lactégenos placentarios.

Principales productos implicados en el R.M.G.
= TGF-alfa: Transforming Growth Factor alfa
= PSP60: Pregnancy Specific Protein 60
= TGFR1: Transforming Growth Factor 81
= SP1: Schwangerschafts Protein B
= |FN: Interferon
= PSP:Pregnancy Specific Protein
@ EGF: Epidermal Growth Factor
= PL: Placental Lactogens
= PAF: Platelet Activating Factor
a (CS: Chorionic Somatomamotropins
= EPAF: Embryo Derived Platelet Activating Factor
s PP12: Placental Protein 12
= EPF: Early Pregnancy Factor
= PP14: Placental Protein 14
& CG: Chorionic Gonadotropin
= AFP: Alfafetoproteina
= |GF: Insuline like Growth Factor (1y II)
= PRL: Prolactina
= KSGF: Kaposi's sarcoma type growth factor A
s PSPB: Pregnancy Specific Protein B

§.3.- Desarrollo embrionario

Después de la fecundacidn, se inicia la segmentacion del huevo, alcanzan-
do hacia el dia 5, en los rumiantes, el estadio de blastocisto. A partir del
estadio de 16-32 células, se establecen las relaciones entre los blastome-
ros, adquiriendo el estadio de mérula a las 32 células, empezando a con-
tinuacién a acumularse liquido en el interior e inicidandose la formacién
del hlastocisto. La eclosion se lleva a cabo cuando el embrion tiene unas
200 células {dias 8-9, en la oveja), iniciando su elongacién alrededor de las
1.000 células. Una importante diferenciacion celular tiene lugar, principal-
mente, en la masa celular intensiva (interna y externa) y en el trofoblasto
(que formaré la placenta).
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En la oveja y cabra, en el estadio de 4 células, cada una es capaz al ser
introducida en una membrana pellcida vacia, de formar un blastocisto y
después, por transferencia, producir un recién nacido viable. En cambia,
en el estadio de 8 células, los resultados favorables son excepcionales de-
bido a que sélo la totipotencia absoluta puede ser funcional y sélo algu-
nos blastémeros conservarian su capacidad totipotente.

Cientos de proteinas son sintetizadas por el citoplasma del huevo, aunque
solo unas pocas han sido identificadas. Las proteinas HSP68 y HSP70, se-
rian expresadas desde la activacion del genoma embrionario.

La compactacion de los blastémeras, gue se caracteriza por su diferencia-
cidn, tiene [ugar en el estadio de 32-64 células en la oveja, realizandose
por accion de la ovumorulina gue es una CAM (Cell Adhesion Molecu-
fe). La comunicacién entre los blastémeros es muy importante para su
desarrollo y posterior formacién del blastocele. Numerosos factores de
crecimiento se han puesto en evidencia, en la oveja se ha comprobado la
presencia de TGFb1, TGFb2, v los IGFI e IGFl), tanto en el oviducto como
en el endometrio.

Cronologia del desarrollo embrionaric en los pequefios rumiantes

Dia Namero de células
Zigoto 1 1
Huevo segmentado 2 2-4
Activacidn genoma embrionario 3 8
Morula 4 16
Compactacién 4 32
Blastociste: Compactacién - 5 - 64
Blastocisto: Desarrollado 6-7 128
Ecfosion (Salida zona pelucida) 8-9 Mas de 200
Implantacién 15
Expresidn de factores de crecimiento
en el periodo preimplantatorio en la oveja
E(;':’JI'Z‘;" Trofoblasto G18-30 Ogsd_‘;;m Endometrio G5-20
TGFR1 ++ + ++ ++
TGFR2 + + + +
IGFI + + + +
IGFI ++ ++ ++ ++
R-EGF + +

++: Analizado por Northern bolt

+: Analizado por RT-PCR

{Chene etal,, 1991)




11.4.- Reconocimiento precoz de la gestacion

A las pocas horas después de la fecundacidn, el huevo de ratona libera un
factor (EPAF) gue crigina un descenso transitorio en el ndmero de plaque-
tas maternales (O’Neil, 1985). El factor (PAF) aislado de huevos de ratdn
y humanos (Collier et al., 1988), es un mediador guimico producido por
neutroéfilos, musculo liso, higado y otros tejidos, que ademas de su accion
en la activacion plaquetaria, es un importante mensajero intracelular y un
potente activador de variedad de células y tejidos (Hanahan, 1986). Los
PAF embrionarios intervienen en el mantenimiento de la funcidn luteal
(Battista et al.1989), estimulan la sintesis de progesterona (Hansel et al.,
1989) y alteran la fisiologia maternal, facilitando el establecimiento de ia
gestacion por accionés inmunosupresoras {O’Neill et al., 1989).

Ademas de las funciones autocrinas en el desarrollo embrianario, en el ra-
tén {Orozco et al., 1986) y en el conejo (Sueoka et al., 1988b), el PAF re-
presenta el “factor del huevo” necesario para inducir la produccién de EPF.

En cambio en la yegua solo los embriones son transportadoes al dtero a
los 5 dias de la fecundacidn, mientras gue los ovocitos no fecundados son
retenidos en el oviducto durante meses (Betteridge and Mitchell, 1974). El
elevado nivel de PGE2 segregada por embriones de 5 y 6 dias, es la sefal
que inicia el transporte oviductal; aunque no solo la PGE2 embrionaria
participa, ya que la administracion parenteral de PGE2 también acelera el
transporte oviductal de los embriones equinos (Weber et al., 1991).

El desarrollo de los embriones esta relacionado con la presencia muy pre-
coz (embriones de ratdn) de transcriptores de mRNA para: TGFa, TGFR1,;
IGF H; EPAF-A y KSGF-A (Weber et al., 1991). Se piensa que varios factores
de crecimiento pueden ser inductores del desarrollo embricnario tanto
de anfibios como de mamiferos. Se sabe que el TGFa, el TGFR y el EGF in-
tervienen en el desarroilo embrionario del ratén (Paria and Dey, 1990}; el
IGF-1 y la insulina, promueven divisiones, aumentan la compactacién y la
formacién de blastocistos y estimulan la sintesis de proteinas en la masa
celular interna y en las células del trofoectodermo (Gardner and Kaye,
1991; Harvey and Kaye, 1991a).

Un papel especifico del oviducto en el desarrollo embrionario precoz es el
hecho de gue las celulas epiteliales del mismo participan en la viabilidad
de los embriones, posiblemente facilitando la iniciacidn de la transcrip-
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cién embrionaria (Crosb\; et al,, 1988). Inicialmente descrita en la oveja,
la observacion se ha confirmado en todas las especies y se piensa que las
secreciones especificas originadas en el epitelio, pasan la barrera del ovi-
ducto y son también responsables de efectos eutréficos.

Varias proteinas y proteinas especificas del oviducto parecen estar involu-
cradas. En el hdmster, la oviductina, proteina glicosilada producida en el
epitelio, se liga a la zona pellcida de los huevos {(Kan et al., 1989}, En el
ratén, una glicoproteina de elevado peso molecular, la GP215 es secues-
trada selectivamente en el espacio perivitelino y se mantiene concentrada
hasta que la zona pelicida se rompe (Kapur and Johnson, 1988). En el
babuino (Boice et al., 1990} y en la oveja (Gandolfi et al., 1991), la inte-
raccion embridn-oviducto es incluso mayor, los antigenos oviductales no
se observan séio en la zona pelticida y en el espacio perivitelino sino que
se asocian también con la membrana vitelina y con el citoplasma embrio-
nario.

Rapidamente, después de la fecundacién (6-24 horas), aparece el factor
precoz de gestacion (EPF) como respuesta maternal precoz y especifica de
la gestacion. Ademas de disminuir {a actividad de fos linfocitos, la funcidn
del EPF podria ser |a regulacién del sistema inmune maternal, represen-
tando la mas precoz interaccion entre el huevo, el oviducto y el ovario,
estando activada esta funcién incluso antes de comenzar la transcripcion
embrionaria.

Las moléculas del trofoblasto denominadas trofoblastinas, se comportan
como sefales embrionarias de gestacion, siendo su accidén crucial en el
mantenimiento del cuerpo lUteo y en los mecanismos de no rechazo in-
munuidgico del semi-injerto de origen paterno que constituye el embrion
para la madre. Estas proteinas trofobldsticas pueden ser producidas tanto
por embriones completos como por fragmentos o por vesiculas trofoblds-
ticas, tienen un papel crucial en las primeras etapas de tolerancia inmuno-
logica del embrién por la madre.

La transformacién del cuerpo liteo seria de la siguiente forma: la trofo-
blastina, actuaria directamente sobre el endometrio provocando la apari-
cién de un inhibidor de [a sintesis de prostaglandina e inhibiendo la accién
de la oxitocina luteal. La presencia del embridn, provoca ademaés una inhi-
bicidn del desarrollo folicular y una disminucion del estradiol, y origina un
descensa de receptores de oxitocina.
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La secrecion de trofoblastina, vuelve a presentarse nuevamente entre los
dias 25 y 40 de gestacidn, siendo en este caso su presencia necesaria para
mantener el cuerpo liteo hasta que la placenta pueda producir suficiente
progesterona para garantizar la gestacion.

La implantacidn implica una sincronizacién precisa entre el estado de de-
sarrolio del blastocisto y la receptividad uterina. Los dos constituyentes
celulares {trofoblasto y masa celular interna) son imprescindibles para el
desarrollo del embridn. £l trofoblasto es responsable de la implantacion,
siendo la masa celular interna origen de las capas embrionarias, cuya in-
teraccién, asociacion y desarrollo conduce a la diferenciacion de tejidos,
drganos y anejos embrionarios.

En los rumiantes, justo antes de la implantacidn, el blastocisto pierde la
zona pelucida. El estado en que se implanta el blastocisto sobre el en-
dometrio, es muy variable de una especie a otra. La implantacién serfa
el resultado del ajuste entre la diferenciacion celular del trofoblasto y el
endometrio, bajo accion esteroide ovarica. Se necesita una sincroniza-
cion entre el desarrollo del embridn y la maduracion del endometrio. Las
modificaciones que suscitan la activacién y la fijacion de los blastocistos,
resultan de una modulacién esteroide ovarica y de |la expresion de las cé-
lulas endometriaies. Los estrogenos actuarian principalmente a nivel del
epitelic endometrial, estableciendo el primer contacto con el trofoecto-
dermo embrionario v las proteinas uterinas intervendrian en la deciduali-
zacién e implantacion.

Se sabe que los factores TGF y EGF, intervienen en el desarrollo embrio-
nario, y el IGF-1 y la insulina, promueven divisiones, aumentan la com-
pactacidn y la formacién de blastocistos y estimulan la sintesis de pro-
tefnas, Ademds las células del endometrio tienen un elevado nimero de
receptores de factores de crecimiento de origen embrionario, que pue-
den participar también en la decidualizacion y en otros aspectos de la
implantacion.

11.5.- Relaciones embrionario-uterinas

La madre, antes de ser consciente de gue esta gestante, se comunica con
el embridn estableciendo un “dialogo madre-embrién” a través de nume-
rosos mensajes bioguimicos (Espinosa, 1994). Wilson et al., {1992). El em-
bridn bovino entra en el Gtero entre los dias 4 y 5 post-estro, rompe y sale
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de la zona pelucida entre los dias 8 y 9, y comienza a alargarse aproxima-
damente el dia 13, debiendo encontrarse en el Gtero el dia 16-17 para que
el reconocimiento maternal tenga iugar y no se presente un nuevo estro.

El embrién, después de salir de la zona pellcida, segrega numerosas sefia-
les proteicas. La mayoria de los factores embrionarios, encontrados en la
circulacién maternal son producidos por las células binucleadas del trofo-
blasto. La luteolisis serfa prevenida por proteinas tipo interferdn, produci-
das unos pocos dias antes de la implantacién, actuando via endometrial y
no encontrandose en la circulacidon maternal.

Diversos argumentos demuestran que los interferones tienen un papel
importante en el control de la tolerancia inmunoldgica del embrién en el
momento de la implantacién (Fillion et al., 1990; Martal et al., 1991).

La trofoblastina ovina o interferén trofobldstico ovino (oTP), es la sefial
proteica ovina que se emite del dfa 12 al 22 en la oveja. Tiene un papel
crucial en fas primeras etapas de la tolerancia inmunoldgica del embrién
por la madre. La oTP es una holoproteina antiluteolitica, segregada por el
trofoblasto ovino, con un maximo el dia 14 de gestacién y descendiendo a
partir del dia 16. La anulacién de secrecién se observa en las regiones del
trofoblasto que han establecido contacto celular con el epitelio uterino
(el proceso de implantacién comienza en la oveja el dia 15). En la ove-
ja Moor and Rowson {1966), demostraron que ef conjunto del embridn
y las envolturas, inhibia la actividad luteolitica ciclica por un mecanismo
antiluteolitico local y no a través de la circulacién general, como hace la
hCG. La oTP natural es capaz por via intra-uterina de retrasar en ovejas
ciclicas la regresién del cuerpo lateo, reduciendo el principal metabolito
de la PGF2-aifa.

La trofoblastina bovina o interferon trofoblastico bovino (bTP), permite
mantener el cuerpo luteo tanto ovino como bovino, lo mismo que la oTP.
Estd igualmente implicada en mecanismos de tolerancia inmunolégica de
la madre en el momento de la implantacién. La bTP es una proteina glico-
silada no especifica, ya que la oTP también tiene actividad (antiviral) en
células bovinas. La bTP tiene un efecto comparable a la oTP, retrasando la
regresion luteal en la vaca, aunque solo es sintetizada durante unos pocos
dfas (15 al 25).

La trofoblastina de coneja también ha sido determinada (Zouari et al.,
1991b), curicsamente su actividad IFN antiviral es segregada tanto por el
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endometrio de conejas gestantes como pseudogestantes, siendo su es-
tructura como la de la oTP. Se segrega durante un periodo muy breve {dias
6-7) y coincidiendo con el comienzo de la implantacion (dia 7}. A diferen-
cia de los interferones anteriores, este IFN o TP-like, no se identifica sino
excepcionalmente en los embriones de coneja. La actividad antiviral se ha
demostrado en las células endometriales de conejo durante la implanta-
cién (Zouari et al., 1991 a).

La trofoblastina porcina tiene también actividad antiviral, siendo segre-
gada por el trofoblasto de cerdo. Se sitGa su méaxima secrecién los dias
14-16, disminuyendo hasta hacerse indetectable a partir del dia 20. Su na-
turaleza difiere de la oTP, siendo la trofoblastina porcina igual al interferdn
linfocitario porcino {IFN de tipo 11); aungue otro interferdn trofoblastico
porcino {IFNY) se segrega, perteneciendo a una subfamilia de los IFN de
tipo |. Para Meulen et al. {1988} se segrega una primera sefial el dia 11 que
prolonga la fase luteal 4 dias si hay blastocistos de 8 mm; siendo necesaria
una segunda sefial para mantener el cuerpo luteo toda la gestacion. Las
trofoblastinas porcinas no parecen estar implicadas en el control de la
funcion luteal, interviniendo posiblemente en la tolerancia inmunologi-
ca y en la morfogénesis de los embriones porcinos {La Bonnardiere and
Martal, 1991), presentando actividad antiviral el embrién porcino (God-
kin et al., 1987). Los embriones porcinos segregan también durante este
periodo proteinas {Godkin et al., 1982), que no tienen accidn antiluteoli-
tica (Harvey and Bazer, 1989), pero que tienen un importante papel enla
remodelacion del dtero para la preparacién de la gestacion {(Harvey and
Bazer, 1990).

La sefial antiluteolitica en la cerda, son 10s estrégenos segregados por el
embrién los dias 11-13, considerandose que la prevencién de la regre-
sién luteal se hace reconduciendo la PGF2c. de la vascularizacidn Utero-
ovarica hacia la luz uterina (Bazer, 1989; Bazer et al., 1989). Para asegurar
con éxito una gestacién, es esencial que el embrién produzca y segregue
cantidades apropiadas y en el momento adecuado {Wilson et al., 1992).
Un avance uterino prematuro tiene efectos embriotéxicos, asociados con
alteraciones en la sintesis endometrial uterina (Gries et al., 1989) y pérdi-
das de glicocalix epitelial (Blair et al., 1991} durante el periodo de unién
embrionaria.

La trofoblastina equina, TP-like o IFN equino, tiene una actividad inmuno-
légica similar a la oTP {Zouari et al., 1991a), pero se segrega debilmente
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(100 veces menos que el IFN porcino y 10.000 veces menos que el IFN
ovino, bovino y caprino}. Se localiza sélo los dias 14 a 18, periodo que no
corresponde al momento de la implantacién (dia 34) sino al de la organo-
génesis del botén embrionario (se observan células multitipotentes el dia
15 y el corazdn late el dia 17).

No sélo es la relacion entre el embridn y el Gtero, lo que conduce al esta-
blecimiento de la gestacion, sino también la relacién entre embriones que
ocupan el mismo (iero. Por transferencia de embriones, se demuestra
que hay factores competitivos entre embriones de diferentes estados de
desarrollo, transfiriendo embriones de dos edades (4 y 8 dias) en ovejas,
sobreviven principalmente los de mdas edad, lo gue puede ser debido a
que [os embriones mayores segregan oTP-1 antes y estimulan cambios
uterinos que pueden ser perjudiciales para los mas jévenes. (Wilnut et
al., 1988). Hechos similares ocurren en la cerda, pero el mecanismo sera
a través del estradiol segregado por los embriones de mayor edad, que
podria ser toxico para el desarrollo de los méas jévenes.

Las trofoblastinas se producen en el momento critico del establecimiento
de la gestacion, su produccion cesa rapidamente pero el efecto antiluteo-
litico puede persistir varios meses (Martal et al.,1991), esta accidn sobre
el cuerpo [Uteo es el resultado de complejas interacciones con otros pa-
rametros tales como: la ruptura de la estimulacién de la oxitocina luteal
y la relacion entre los receptores de oxitocina y FGF2¢: (Flint et al., 1989);
el balance entre las prostaglandinas luteolfticas {(PGF2a) y luteotréficas
(PGEZ; PGE1); las interacciones intra-endometriales, intra-ovaricas e intra-
luteales con los factores luteotréficos hipofisarios (PRL, LH) o placentarios
{CG y PL) (Martal et al., 1987).

Ii.6.- Cuerpo lateo de ciclo y de gestacion

En los mamiferos, la ovariectomia al comienzo de la gestacién provoca
aborto. En la mayoria, la vida del cuerpo Idteo es breve y su regresion
permite un nuevo ciclo ovulatorio. La gestacidn induce el blogueo de la
luteolisis y Ia transformacion del cuerpo liteo de ciclo en cuerpo liteo de
gestacion. Posteriormente, la placenta puede tomar el relevo en la pro-
duccidén de progesterona.

La transformacién morfoldgica y funcional de las céiulas de la teca interna
y de la granulosa del foliculo ovulatorio, origina el cuerpo ltGteo. En la ma-
yoria de las especies los dos tipos de células se mezclan formando un te-
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jido de aspecto histoldgico mads o menos homogéneo; fas células grandes
provienen de la granulosa y las pequefias de la teca interna, siendo cada
categoria portadora de determinados antigenos de superficie, distintos
segun su origen. En el curso de la gestacién, algunas células pequefias
se transformaran en células grandes y se difuminan los determinantes
antigénicos de superficie (Niswender 1990). La formacién progresiva del
cuerpo liteo funcional los dias post-ovulacién implica importantes acon-
tecimientos morfolégicos; después de un periodo de latencia {(de 1-2 dias
en los rumiantes) se mantiene funciona! durante 12 a 21 dias segun las
especies, pero constante en mas-menos 1 dia, en cada especie.

La luteolisis no es debida a modificaciones sanguineas de LH o de PRL.
En todas las especies la accién luteolitica tiene su punto de partida en
el Utero y precisamente en el endometrio, siendo el factor luteolitico la
PGF20.. Los cuerpos liiteos de la vaca y de la oveja, contienen grandes
cantidades de oxitocina, sintetizada y almacenada en las células luteales
grandes, donde asociada a la neurofisina se encuentra en los granulos de
secrecién celular. En la oveja se ha demostrado que es la elevacién de
PGF2 o, la que precede {15 minutos) a la de oxitocina, lo que situa el ele-
mento desencadenante a nivel del Gtero. Si la fase luteal se prolonga, por
ejemplo por gestacién, el cuerpo liteo no contiene mas oxitocina y pierde
la posibilidad de sintetizarla.

La transformacion del cuerpo liteo de ciclo en cuerpo liteo de gestacion,
supone !a inhibicidn de la luteolisis y el mantenimiento de los estimuios
hormonales luteotropos. :

Aungue la importancia en el R.M.G. sea el didlogo entre el concepto y
el endometrio, es necesario recordar que el sistema endocrino maternal
actua coordinando el desarrollo de la gestacién (Thatcher et al.,, 1997).
La diferenciacién y el desarrollo del cuerpe liteo es esencial para la sin-
cronizacién del desarrollo embrionario y uterino (Thatcher et al., 1994} y
una suficiente secrecién de progesterona se considera que es critica en el
mantenimiento de un medio antiluteolitico {Mann and Lamming, 1995).
Ei desarrollo de foliculos ovaricos elimina el cuerpo liteo del ovario o lo
atenla si es el ipsilateral al concepto en el inicio de |a gestacion.

Aunque la progresién de un zigoto desde una célula hasta un blastocisto
multicelular, y el desarrollo de la masa celular interna en feto, son pro-
cesos en los que se pueden hacer comparaciones entre las especies, los
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caminos para formar una placenta madura son desconcertantemente di-
versos. Esta variabilidad en la estructura placentaria ha sido siempre una
fuente de confusién en la evolucién biolégica. é Por qué un érgano apa-
rentemente no expuesto a la presién externa y tan esencial para el éxito
reproductivo, presenta tal diversidad? Parece como si la evolucién de la
placenta de los mamiferos haya sido el resultado de importantes conflic-
tos genéticos entre la madre y el desarrollo de la camada.

La implantacion del embrién en la pared uterina es un perfeccionamien-
to légico de la viviparidad (Amoroso 1991). La implantacién implica una
sincronizacion precisa entre el estado de desarrollo del blastocisto y ia re-
ceptividad uterina al comienzo del proceso. El Gtero, receptaculo normal
de la gestacion, es paraddjicamente el Unico 6rgano capaz de impedir la
implantacidn.

Las sefiales de] trofoblasto deben preparar el epitelio uterino para poder
acceder a la circulacion maternal. La estructura de la placenta no solo tie-
ne impacto en el intercamhio de nutrientes sino también es el medio por
el que la madre y el concepto, intercambian informacion (Pérez y Pérez y
Pérez Gutiérrez ,1993)

Son muchos los factores gue intervienen en la interaccidn entre el em-
bridn y el dtero y el ovario, (Thatcher et al., 1989), para el mantenimiento
de la gestacidén. A partir del momento en que el embridn sale de la zona
pelicida, hacia el 92 dia de |a gestacidn, se habla del producto de [a con-
cepcion o “conceptus”, término que considera el conjunto del botén em-
brionario y el trofoblasto. Las células del botdn embrionario dardn origen
primero al embrién vy, posteriormente, al feto. El trofoblasto, que se dife-
rencia hacia el 52-62 dia después de |la fecundacion, es un tejido con muy
rapido crecimiento, constituido por el endodermo vy el trofoectodermo;
forma el corion y es el origen de los cotiledones.

El papel def trofoblasto durante |a gestacion es fundamental para asegu-
rar el crecimiento fetal pero, ante todo, su funcionamiento es critico para
asegurar un correcto desarrollo de las primeras etapas del desarrollo em-
brionarie. El trofoblasto asegura muy precozmente |a sintesis de enzimas,
de activadores e inhibidores enzimaticos, de esteroides v de prostaglan-
dinas. Se sabe, hoy dia, que el mantenimiento dei cuerpo ldteo y la se-
crecién de algunas moléculas inmunosupresoras, procesos indispensables
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para la supervivencia del embrion en el organismo materno, estan bajo
control trofoblastico

Las prostaglandinas embrionarias parecen estar implicadas en la migra-
cién de los embriones, en la salida de los blastocistos de la zona pelucida,
en el transporte de jones a través del trofoectodermo, en la acumulacién
de liquido en el blastocele, en el aumento de permeabilidad capilar endo-
metrial y en el metabolismo de la glucosa en el blastocisto. {Lewis, 1989).

El control de la luteolisis en la cerda difiere de los rumiantes, ya que el
cuerpo lGteo es refractario a la PGF2¢ hasta el dia 11 del ciclo. En la cerda
no existe la misma relacion cuerpo liteo-cuerno ipsilateral, que en otras
especies, ya que puede existir una via sistémica de actuacién de la PGF2a,
debido a un reducido metabolismo pulmonar. La eliminacién del cuer-
po luteo el dia 12, corresponde al periodo de liberacién endometrial de
PGF2a después de 10 dias de estimulacién de progesterona y perdida de
los receptores de progesterona de la superficie endometrial y del epitelio
glandular {Geisert et al., 1992).

En la yegua los mecanismos de luteolisis son distintos, al no existir un
sistema veno-arterial ovarico gue permita una eficiente transferencia de
la PGF2q, la cual parece estar regulada por los niveles de progestarona,
no estando clara la accidn de estrégenos y oxitocina en la estimulacion
de la PGF20 {Goff et al., 1991). El factor embrionario inhibidor necesita
de la movilidad del embrién para bloguear la PGF2a en el Gtero de la
yegua (Sharp et al, 1989). Una movilidad embrionaria restringida permite
la luteolisis, con el subsiguiente descenso de progesterona y conduce a la
mortalidad embrionaria; mientras que una movilidad normal del embrién
equino permite la comunicacién con la mayor parte del endometrio, lo
cual es necesario para el mantenimiento del cuerpo ldteo y la superviven-
cia del embrion (Mc Doweli et al., 1988).

Cuerpo iiteo y embrion.

En los rumiantes, el paso de cuerpo liteo de ciclo a cuerpo lUteo de ges-
tacién, estd asegurado por el embridn, que bloquea la accién luteolitica
del Gtero, y por la accidn luteotropa de las hormonas hipofisarias, con una
contribucién progresiva mds o menos importante de la placenta.

El efecto antiluteolitico persiste mucho tiempo después de haber sido
desencadenado por la presencia def embridn en el Gtero.

34



El esquema del paso de cuerpo ldteo de ciclo a cuerpo liteo de gestacion
en los rumiantes serfa: la trofoblastina segregada (dias 11 a 21 en la oveja
y dias 15 a 25 en la vaca) actua directamente en el endometrio en el que
provoca la aparicidn de un inhibidor de la fosfolipasa en la oveja o de un
inhibidor de |a prostaglandin sintetasa en la vaca, inhibiendo la accion de
la oxitocina. Como consecuencia se produce una disminucion en el nu-
mero y amplitud de las descargas de PGF20. y oxitocina al comienzo de la
gestacion.

En la cerda, la luteolisis se produce normalmente el dia 15-16 del ciclo. El
embrién reorienta la secrecién de PGF2a hacia la cavidad uterina (secre-
cidn exocrina) en detrimento de la secrecion hacia la vena Gtero-ovarica
(secrecién endocrina), lo cual se atribuye al estradiol segregado por el em-
brién a partir del dia 10-12, ya que la inyeccion intra uterina de estradiol
a partir de esos dias provoca la inversion del sentido de secrecidn de |a
PGF2a. (Geisert et al., 1990).

En los carniveros, el cuerpo luteo de ciclo puede alcanzar y sobrepasar la
duracién de la gestacién. La presencia del embrién en el dtero no modi-
fica significativamente la secrecién de progesterona por el cuerpo liteo,
siendo controlada la actividad iuteal por la hipdfisis materna a través de
la LH v de la PRL.

En la coneja, el estradiol es luteotrdéfico; fas células luteales tienen recep-
tores de estradiol, el cual provoca crecimiento del cuerpo [iteo y secre-
cién de progesterona, incluso en ausencia de LH. En |a coneja gestante o
pseudogestante, hipofisectomizada, se puede restablecer el nivel de pro-
gesterona administrando estradiol, que induce |a sintesis de pregnenoio-
nay progesterona a partir del colesterol. E} estradiol actla en sinergia con
la prolactina durante la primera mitad de la gestacion v con el factdgeno
placentario durante la segunda mitad.

En los animales con nidacién diferida (diapausa embrionaria), el medio
exterior es determinante para el establecimiento de la gestacién. La im-
plantacién coincide con una reanudacién de la actividad luteal y podria
deberse a sustancias no esteroides de origen luteal. (Flint et al,, 1990).

Como hemeos visto, los embriones de todas las especies domésticas son
capaces de sintetizar y segregar: hormonas esteroides, prostaglandinas
y polipéptidos durante el periodo de preimplantacidn. Excepto en el
conjunto embrionario equino, gue migra en los cuernos uterinos, en las
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demas especies, el inicio de la sefial que mantiene el cuerpo luteo, se
produce cuando el trofoblasto contacta con los cuernos uterinos, siendo
la expansidn rapida del trofoblasto, esencial para la liberacion de la sefial
a través de los cuernos uterinos, y para prevenir la luteolisis. El embrion
equino cubre por migracion la superficie uterina durante el periodo esen-
cial de mantenimiento luteal. {Sharp et al., 1989).

El factor comun, asociado con la luteolisis en las especies domésticas, es
la pérdida de receptores de progesterona en el epitelio uterino, hecho
que implica que, la responsabilidad para mantener el establecimiento de
la gestacidn pasa de tener un control maternal a un control embrionario;
vy el sistema por el que el embrién de cada especie establece el control
epitelial, implica los mejores mecanismos para el desarrollo de la placen-
ta y la union fetoplacentaria.

En la yegua el establecimiento de la gestacion es diferente al descrito para
fa cerda y para los rumiantes. La sefial segregada por el embrién equino
parece inhibir la sintesis de prostaglandinas, y aunque el embrion segre-
ga estrégenos durante la fase de R.M.G., una pequefia proteina (1-6 KD)
embrionaria, podria estar involucrada en la inhibicién de la sintesis de las
prostaglandinas {Sharp et al., 1989), inhibicién que tienen lugar entre los
dias 11 y 13, coincidiendo con el R.M.G. (Goff et al., 1987). Aunque los
estrogenos no afectan directamente |a sintesis de PGF2aq, tienen un papel
vital en la movilidad de los embriones al distribuir el inhibidor de la pros-
taglandina sintetasa a través de los cuernos uterinos, durante la gestacion
precoz de la yegua.

Herodoto escribia, hace 2.000 afos, que “el feto debe decir su palabra
para nacer”, pero hoy podriamos decir que el embrién comienza ya desde
la fecundacidn a hablar para quedarse, modificando todo en la madre.

11.7.- Implantacién

La implantacién del embrion en la pared uterina es un perfeccionamiento
légico de la viviparidad. {Amoroso 1981). Esta estrategia reproductiva ase-
gura la nutricién y proteccién de los embriones y permite una economia
de éstos. Por cuesticnes evolutivas, la implantacion presenta aspectos
taxondmicos muy diversos: las diferencias son tanto de orden citomor-
fologico como endocrino y molecular, siendo dificil extrapolar de una es-
pecie a otra. La implantacion implica una sincronizacién precisa entre el
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estado de desarrollo del biastecisto y la receptividad uterina al comienzo
del proceso.

Los dos constituyentes celulares (trofoblasto y masa celular interna) son
indispensables para el desarrollo del embridn. El trofoblasto es responsa-
ble de la implantacidn, siendo la masa celular interna origen de las capas
embrionarias, cuya interaccién, asociacion y desarrollo conduce a la dife-
renciacion de tejidos, érganos y anejos embrionarios. El estado en el que .
el blastocisto se implanta sobre el endometrio es muy variable de una es-
pecie a otra y no guarda relacién con la duracidn de las fases de contacto
celular y de invasion del endometrio.

En los rumiantes, suidos y equidos, justo antes de la implantacidn, el blas-
tocisto pierde la zona peldcida; aunque puede estar rodeado de envoltu-
ras glicoproteicas (yegua y coneja). En el momento de la unidn, ningln
contacto celular se observa entre el trofoblasto y el epitelio uterino; un
momento dado después de la pérdida de Ia zona pelucida, el blastocisto
si actda en el Utero, orientdndose no de forma aleatoria sino constante en
cada especie. La posicion del blastocisto en la cavidad uterina puede ser
centrai, en las especies que presentan una gran expansion del blastocisto
(coneja, yegua, cerda, vaca) o excéntrica (rata, ratona).

En las especies en las que el blastocisto sufre un crecimiento volumétrico
importante antes de la nidacion, ésta va precedida de abundantes secre-
ciones uterinas que contienen particulares proteinas especificas. El papel
del trofoblasto no se limita solo a ser un filtro pasivo entre [a circulacion
materna y fetal, sino que tiene complejas funciones; ademas de sinte-
sis proteicas y proteinas estructurales, asegura la secrecidon de hormonas
esteroides y proteicas. El trofoblasto se comporta como un érgano que
asegura el crecimiento del feto y sintetiza y segrega hormonas como una
glandula endocrina.

La implantacion diferida es un fendmeno que se da en muchas especies
de mamiferos: marsupiales, edentados, artioddctilos, insectivoros, roedo-
res, guirdpteros, mustélidos, Grsidos y pinnipedos. Constituye una adap-
tacion cronobiolégica que sitda la cubricién y el parto en las estaciones en
las que la alimentacién permite un maximo rendimiento reproductivo.

En todas las especies hay aposicion entre el trofoblasto vy el epitelio ute-
rino..
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Los contactos entre trofoblasto y Gtero son cada vez mas intensos, y un
sistema de interpenetracién de microvellosidades se origina, esta adhe-
sién representa la fase de implantacion epitelio-corial (suidos, équidos).

El trofoblasto tiene una gran actividad invasiva en el momento de la im-
plantacion, segun las especies: corroe el epitelio uterino, atraviesa la
membrana, se insinda en el estroma hasta |la pared de los vasos (endotelio
corial en los carnivoros) o los penetra (placenta hemo-corial de |os roedo-
res). En los rumiantes, la actividad estd limitada a un reducido ndmero de
células {binucleadas) del trofoblasto que se fusionan con las del epitelio
uterino, originando una placenta sindesmo-corial parcial. La actividad de
las células trofoblasticas binucleadas es calcio-dependiente, nucledtido-
independiente y no es estimulada por las lipoproteinas séricas. (Ulmann
and Reimers, 1989).

La implantacién es el resultado del ajuste entre la diferenciacion celular
del trofoblasto v el endometrio bajo la accién esteroide ovarica. Aunque
la evolucion es independiente, se necesita una sincronizacién entre el de-
sarrolto del embridn y la maduracién del endometrio. Las modificaciones
que suscitan la activacion vy la fijacion de los blastocistos resultan de una
modulacidn esteroide ovarica y de |a expresidn genética de las células en-
dometriales. Los estrégenos actuarian principalmente a nivel de! epitelio
endometrial (primer contacto con el trofoectodermo embrionario). Las
proteinas uterinas intervendrian en la decidualizacién e implantacion.

Son muchos los factores gue intervienen en el RMG, a través de mecanis-
mos en ocasiones no bien conocidos y en los que la interaccidn entre el
embrién con el Gtero v los ovarios (Thatcher et al., 1989) resulta clave en
el mantenimiento de la gestacidn. Diversos autores han realizado revisio-
nes generales, sobre el Reconocimiento Maternal de la Gestacion, para
dar una visién de conjunto {Heap et al., 1988; Heap et al., 1989; Hansel
and Mickey, 1989; First and Eyestones, 1989; Flint et al., 1990; Roberts et
al., 1990; Humbeolt, 1991: Bazer, 1992; Espinosa, 1993; etc) o para estudiar
aspectos concretos (Pérez F y Pérez IR, 2001), que permiten interpretar
algunos de los mecanismos implicados como hemos viste en [os aparta-
dos precedentes.

11.8.- Inmunologia de la gestacidn,

Desde al punto de vista inmuncldgico, el embridn es un extrafio al orga-
nismo materno, debido a que la mitad del patrimonio genético es pater-
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no. En transferencia de embriones se obtienen porcentajes normales de
gestacidn con embriones totalmente extrafios para ia madre, tanto de la
misma especie (alogénicos) como de distinta (xenogénicos) como ocurre
con |la gestacion en yegua de un embrién de cebra. En cambio, después
del parto, no aceptara ningln injerto tisular del recién nacido (el sistema
inmunitario lo considera extrafio) aunque lo haya aceptado durante toda
[a gestacion.

Ni el espermatozoide, ni el ovocito, ni el huevo fecundado, expresan an-
tigenos de compatibilidad, lo que no impedira que el huevo libre, en el
oviducto y en el Utero sea el blanco de las células naturales eliminadoras
maternas (NK o Natural Killers).

Répidamente aparece en el suero de las hembras gestantes el factor pre-
coz de gestacion (EPF o Early Pregnancy Factor), con actividad inmunosu-
presora que serfa el resultado de la interaccién del huevo, el oviducto y el
ovario. Durante la gestacidn tienen lugar importantes modificaciones del
sistema inmunitario. Puede haber fendmenos especificos frente al padre,
apareciendo en la hembra anticuerpos maternos antipaternales que au-
mentaran de gestacidn en gestacion.

Cuando el huevo se implanta atrae répidamente células NK, estas células
NK seran causa de abortos inmunitarios. La placenta minimiza los efectos
de un reconocimiento materno, bloqueando las células NK antipaternales
y la accidn citotoxica especifica. Segrega varios factores {glicoproteicos y
lipoproteicos) que bloquean la diferenciacién de los linfocitos en células
citotoxicas y son también capaces de disminuir o bloguear la accidn litica
de dichas células, la placenta posee actividad de crecimiento de los fibro-
blastos {humanos), que podria tratarse de un factor andlogo de TGFR2,
aungue no se ha identificado comao tal.

La barrera “especie” puede suprimirse si la placenta es de la misma es-
pecie gue la madre, y asi, asociando un trofoblasto ovino a un botén em-
brionario caprino la gestacion puede llegar a término si tiene lugar en la
oveja.

La hipdtesis inmunitaria se basa en supuestos inmunoidgicos. En los équi-
dos, si se transfiere un blastocisto de asnc por asno a una yegua, hay
siempre rechazo del embrion; en cambio, el cruce de una yegua con un
asnho, da un mulo, siendo la placenta pequefia e infiltrada de linfocitos; e
igualmente, |la gestacién burra por cabalio, que da el burdégano, tiene una
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placenta pequefia e infiltrada, y en ambos casos el producto sobrevive. En
" estos casos, como en las combinaciones abortivas, hay un fuerte infiltra-
do linfocitario de la placenta a nivel de los célices endometriales pero no
hay rechazo; en cambio, en la transferencia de embriones asno por asno
a yegua, hay infiltrado linfocitario tanto en el embrién como en la placen-
ta, no hay formacién de célices endometriales {no crecen las vellosidades
coriates) y no hay unién a la mucosa uterina; pero si la yegua ha sido in-
munizada contra un asno, hay crecimiento de vellosidades coriales, unién
del Utero y la gestacidn se produce normalmente.

Toedos los embriones o, de forma mas general, todos los productos de la
concepcion (embridn y anejos) son portadores de antigenos paternales
y deberian ser rechazados por la madre, ya que el Utero no es un lugar
desprovisto de actividad inmunitaria. (Watson y Zanecosky, 1990). La for-
ma en gque estos antigenos se expresan y las modalidades de respuesta
materna, condicionan el mantenimiento del embrién en el dtero. Un blas-
tocisto, a pesar de que las células NK (Natural Killers} lo reconozcan y se
unan a él, es intrinsecamente resistente a la lisis; rapidamente aparece, en
el suero de las hembras gestantes, el factor precoz de gestacién con acti-
vidad inmunosupresora, que serd el resultado de la interaccién del huevo,
el oviducto vy el ovario.

En los rumiantes, las proteinas trofoblasticas implicadas en la regulacién
de la luteolisis en el inicio de la gestacion son interferones trofoblasticos,
gue tienen las acciones, antiviral, antiproliferativa e inmunosupresora,
tipicas de los interferones. El efecto antiproliferativo puede controlar el
endometrio hasta gque el trofoblasto expandido se sitde en los cuernos
uterinos, permitiendo que el embridn tenga el tiempo necesario hasta la
implantacién y pueda controlar la funcién endometrial.

Cuando el embridn se implanta, la placenta minimiza los efectos del re-
conocimiento maternal, bloqueando las células NK {Natural Killers) anti-
paternales y su accién citotdxica especifica; ademas, se segregan varios
factores que bloguean la diferenciacién de los linfocitos en células cito-
téxicas y que son también capaces de disminuir la accién litica de dichas
células.

Inmunologia en la fase preimplantatoria

El objetivo de la gestacion es, para el concepto, desarrollarse hasta un
nivel en el que la supervivencia fuera del Utero sea posible, pero al ser la
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unidad feto-placentaria un producto tanto de los genes paternos como
maternos, existe potencialmente un riesgo, desde [a concepcidn al parto,
de ser un objetivo del sistema inmune. Como sobrevive el concepto en
un utero inmunocompetente es un enigma de histocompatibilidad. Se ha
enfatizado que las células del trofoblasto pueden no expresar un normal
complemento de antigenos de histocompatibilidad en su superficie, mini-
mizando la incompatibilidad celufar y reduciendo la presentacidon de los
antigenos paternales frente a las células maternales. El concepto no es un
pardsito, multicelular, pero, como un parasito, ha sido obligado a perfec-
cionar mecanismos gue minimicen las confrontaciones con un potencial
sistema inmune hostil. Estos mecanismos deben ser locales y no compro-
meter los mecanismos de defensa del huésped.

Un sistema inmune maternal no es esencial para el éxito reproductivo
pero juega un importante papel durante la gestacion. Los mayores can-
didatos para el reconocimiento maternal inmune son los antigenos del
compiejo mayor de histocompatibilidad (C.M.H.). Los antigenos del CMH
son reconocidos selectivamente por el sistema inmune de |a hembra v
pueden influir en el desarrollo de la gestacion. (Aguilar y col., 1997).

Desde que el embrién expresa moléculas del C.M.H. de origen paternal,
puede ser reconocido por el sistema inmune de la madre, pudiendo ser
considerado como un injerto aiégrafo. Pero en contraste con las leyes de
los transplantes, el concepto semi-alogénico no es rechazado y bajo de-
terminadas circunstancias se desarrolla satisfactoriamente. Se considera
que la madre puede tener una actividad inmunosupresora durante la ges-
tacién, sin embargo se ha demostrado que [a madre es capaz de rechazar
injertos aldgrafos y originar respuestas inmunes para defender al feto vy a
ella misma, frente a infecciones.

Wegman (1988) propuso la teorfa del inmunotrofismo, gue manifiesta
que el reconocimiento inmunoldgico del feto, en vez de conducir a su eli-
minacién, contribuye al desarrollo de una gestacién con éxito. En gana-
do vacuno se ha encontrado que aungue ia retencién de placenta es de
etiologla multiple, la compatibilidad bolA clase | entre macho y hembra,
aumenta el riesgo de retencién {Joosten y col., 1991). Se sugiere que una
total compatibilidad bolA entre el embridn y la madre puede representar
un papel en el desarrollo de la gestacién, de menor éxito que en una in-
compatibilidad, lo que estaria de acuerdo con el inmunotrofismo.
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El rechazo inmunolégico del concepto seria prevenido por varios me-
canismos: menor expresion de antigenos de C.M.H. en |a superficie del
concepto, relacionados con el macho; creacion de un medio intrauterino
en el que [os tejidos maternales y el trofoblasto segreguen moléculas in-
hibitorias de los linfocitos, reduciendo la reaccion inmune en el Otero; y
cambios en la actividad funcional de poblaciones especificas de linfocitos
maternales que induzcan tolerancia a los antigenos del concepto, inmu-
nosupresion y liberacién de citoquinas que estimulen el crecimiento del
concepto y el desarrollo hormonal. (Hansen, 1997).
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lli.- Biotecnologias embrionarias en los animales domésticos

Ninguna biotetnologl’a reproductiva podra compararse con ia importancia
y el impacto que supuso, hace mas de 10.000 afios, la domesticacién y
reproduccién de las especies saivajes, que Solis y Selles (2005) sittan en
los siguientes momentos:

Lugar Especie Animal Desde hace {afios}
Criente proximo Cabra, Oveja, Cerdo, Vaca y Caballo 10.500
China Cerdo y Gusano de seda 9.500
Meso-Ameérica Pavo 5.500
Andes y Amazonia | ELlama y Cobaya 5.500

Si bien, es a principios del siglo XX, cuando se inicia de |a primera genera-
cidn de biotecnologias reproductivas, que finaliza con el control hormonal
del ciclo en la década de 1960. A partir de entonces, se consideran al me-
nos 4 generaciones biotecnoldgicas reproductivas maés.

Desarrolio cronolégico de fas Generaciones bhiotecnoldgicas de la Reproduccién
{Palma, 2008)

Generacion | década |Acontecimientos
12 1900-1960 |Inseminacidn Artificial; Criobiclogia Seminal; Control de Ciclo
23 1970 Transplante, congelacion y division de embricnes
32 1980 Sexaje de espermatozoides y embriones. Produccién in vitro
42 19%0 Clonacién con célufas somaticas
[ 2000 Transgénesis, Gen Farming, Células Madre

La biotecnologia de la reproduccion engloba el conjunto de técnicas que
permiten mejorar la eficacia reproductiva, {Pérez y Pérez F y Pérez Gutié-
rrez JF. 1985, 2007), aunque en este documento abordaremos Unicamen-
te las relacionadas con el embrién.
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I§1.1.- Maduracion ovecitaria: MLV,

Desde que el ovocito se forma durante el desarroflo embrionario y se si-
tha en un foliculo primordial, se bloguea su crecimiento y es incapaz de
reanudar la meiosis. La reanudacién de la meiosis no tendrd lugar hasta
una fase avanzada de foliculo cavitario, estadio folicular en el que toman-
do por puncién el ovocita es posible reanudar la meiosis “in vitro”, aunque
la maduracion sera adn imperfecta y se detendra antes de emitir el primer
corpusculo polar. En los foliculos cavitarios, el ovocito depende de las cé-
lulas de la granulosa para finalizar fa meiosis.

La Maduracién ovocitaria in vitro {M.L.V.), constituye una etapa decisiva
en el proceso de produccién in vitro de embriones, ya que requiere la si-
mulacién de los procesos que in vivo dan como resultado una maduracién
citoplasmica y nuclear coordinada y completa. El objetivo de la M.1.V. de
ovocitos es suministrar ovocitos maduros, aptos para la fecundacion in
vitro (F.LV.) y el posterior desarrolloe embrionario.

La MIV propiamente dicha, consiste en el mantenimiento de los ovocitos
en un medio de cultivo adecuado durante un periodo de tiempo seme-
jante al que transcurre in vivo desde el pico preovulatorio de LH hasta la
ovulacién. /n vivo, el ovocito esta expuesto a concentraciones variables de
gonadotropinas, esteroides {progesterona y estradiol), factores de creci-
miento y otras moléculas que pueden actuar regulando los cambios que
afectan al ovocite en la maduracion y a las células del cimulus durante el
periodo preovulatorio (Singh y cols., 1993). El sistema debe soportar la
dindmica de cambios requeridos para la maduracién de todos los compo-
nentes del complejo ovocito-camulus {Luvoni y Chigioni, 2006).

Las primeras seis horas de cultivo representan el periodo critico, durante
el cual las hormonas gonodotropas deben estar presentes y activas para
iniciar una maduracidn meidtica completa. {Szollosi y cals., 1988). Las pri-
meras seis horas corresponden, sin embargo, al pericdo de “reposo”, que
es cuando morfoldgicamente se llevan a cabo menos cambios. En contras-
te, las mayores transformacicnes estructurales ocurren durante la segun-
da fase de “calma” metabodlica.(Szollosi y cals., 1988).

El éxito de una M.LV. depende de que las condiciones que soporten los
ovocitos durante ese tiempo se asemejen a las que se producen durante
la maduracidn fisiolégica en el animal (Singh vy cols., 1993} y para elio se
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han empleado varios medios que intentan reproducir las condiciones y
propiedades del fluido folicuiar.

La forma mas comun de evaluar la M.1V. es mediante la fijacion y fincidn
de ovocitos. Sin embargo tras el periodo de M.LV. es frecuente hacer una
valoracion subjetiva de la maduracién tomando como referencia la expan-
sién de las células del ciimulus gue rodean al ovocito. Gupta y cols., (2005)
mencionan que la expansion del cdmulus es uno de los criterios mas im-
portantes para medir la tasa de maduracién in vitro de ovocitos.

Iil.2.- Obtencion y seleccidon de ovocitos

El nimero de ovocitos de alta calidad recogidos por ovario es un punto
clave en la produccion in vitro de embriones. Los ovocitos empleados para
M.LV. pueden ser obtenidos in vivo por via quirargica (ovarios de hembras
ovariectomizadas) o por laparoscopia (por medio de la técnica conocida
como O.P.U.}, aunque estos métodos tienen el inconveniente de ser caros
y el niimero de ovocitos recuperados por ovario es muy bajo.

A continuacién resumimos algunos ejemplos de la seleccidn ovocitaria, en

funcidn de las células del cimulus v del citoplasma (Gonzalez, 2003).

Seleccién ovocitaria en funcion de las células del cimulus
y del citoplasma

CARACTERISTICAS DEL OVOCITO AUTOR

Cdmulus completo y Citoplasma heterogéneo

Leibfried y First, 1979

Cuamufus compacto y Citoplasma homogéneo

Hazaleger y cols., 1992

Citoplasma heterogéneo

Fukuda y cols., 1993

Clmulus compacto y Citoplasma homogéneo

Hawk vy cols., 1994

Citoplasma heterogéneo

Blondin vy cols., 1995

Varias capas de climulus

Konishi y cols., 1996

Clmulus compacto

Meoaor y Trouson, 1997

Citoplasma heterogéneo

Nagano vy cols,, 1999

Cdmulus compacto

Cetica y cols., 1999

Mas de 5 capas de cimulus y Citopiasma homogéneo

Mayes y cols., 2001

{Gonzalez, 2003)
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Generalmente el material usado en la produccién in vitro de embriones de
animales domésticos procede de hembras sacrificadas, debido a que son
una fuente de ovocitos muy abundante y facil de utilizar para la produccion
in vitro de embriories a gran escala a través de la M.1V.-FLV. {Wani, 2002).

Tras la recuperacién de ovocitos se procede a seleccionarlos. General-
mente, esta seleccidn se realiza en base a sus caracteristicas morfologicas,
basandose principalmente en las caracteristicas de las células del cdmulus
y del citoplasma.

Los métodos tradicionales se han basado en la medicién del didmetro del
foliculo y la evaluacién morfolégica del complejo ovocito cimulus, sin em-
bargo, el didmetro del ovocito no indica necesariamente si el foliculo estd
sano y creciendo o si estd atrésico. Y aunque la medicion morfoldgica de
los ovocitos es de las mas utilizadas su exactitud como método de predic-
cidn de la calidad ovocitaria es atin incierto.

1i1.3.- Capacitacion espermadtica

El proceso de capacitacién supone cambios en: las propiedades y dinami-
ca de la membrana, actividad enzimdtica, aumento de: Ca*, pH, y niveles
del AMPc. que conducen al consumo de energia, a la hipermotilidad, y
finalmente a la reaccidn acrosdmica de los espermatozoides (Visconti y
Kopf, 1998).

Es durante este proceso, que el espermatozoide sufre los cambios nece-
sarios que le permitiran llevar a cabo la fusion de la membrana plasmatica
con la membrana acrosomal externa. Esta unién es posible gracias a un
paso de iones de calcio que alteran los fosfolipidos de las membranas y de
esta manera se crean puntos de fusion. En algunas especies de mamiferos
la hipermotilidad de los espermatozoides intactos es inducida por los me-
dios de capacitacién que contienen Ca* (Schmidt y Kamp, 2004). La hiper-
motilidad aumenta el poder mecanico de los espermatozoides (Mortimer,
1997), que es necesario para traspasar la zona pelicida de los ovocitos y
por consiguiente es esencial para la fertilidad de los espermatozoides de
mamiferos (Yanagimachi, 1994; Mortimer, 1997; Bedford, 1998).

Capacitacion in vitro

Los espermatozoides eyaculados no son directamente fecundantes. Ad-
quieren su capacidad fecundante in vivo, en las vias genitales de la hem-
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bra, (en el morueco, al cabo de 5 a 10 horas) o in vitro (en unas 6 horas)
por diversas técnicas, mas o menos empiricas, al no conocerse exacta-
mente los mecanismos de la capacitacién en las vias genitales.

Se sabe que el plasma seminal contiene sustancias inhibitorias de la mo-
tilidad espermatica. Después de la capacitacion, se modifica la motilidad
de los espermatozoides, sus movimientos se hacen mas favorables a la
penetraciéh mecanica de la zona pellcida, pasando de un movimiento
lineal a un movimiento de rotacién.

Como consecuencia de la reaccién acrosdmica, la hialuronidasa disuel-
ve el acido hialurdnico de la membrana pelicida y la acrosina facilita la
penetracion del espermatozoide, que avanza por accidn propulsiva, Des-
pués de atravesar la membrana peliicida, fos gametos macho y hembra,
se fusionan. En el momente de la fecundacidn, los granulos corticales se
descargan en el espacio peri-vitelino y provocan reacciones enzimaticas
en la membrana peldcida, impidiendo la penetracién de otros espermato-
zoides y bloqueando la poliespermia.

La induccién de la capacitacidn in vitro implica métodos fisioldgicos y no
fisiologicos incluyendo la eliminacién del plasma seminal, preincubacion,
la simulacién def ambiente oviductal, la adicién de proteina, la elimina-
cion de glucosa y la manipulacion de los niveles de bicarbonato y Ca*" (Ta-
rin y Trounson, 1994). El paso inicial en la preparacién del semen para la
F.LV. incluye lavar el semen en soluciones salinas con el fin de eliminar los
efectos inhibitorios del plasma seminal {Bondioli y Wright, 1983; Crozet y
cols., 1987) y/o los crioprotectores, asi como su dilucion.

Ill.4.- Fecundacién in vitro (F.L.V.)

Las expectativas de produccion in vivo de embriones se han visto defrau-
dadas con el tiempo pues su rendimiento no era tan elevado como se
suponia en un principio, debido a varias causas: el nimero de embricnes
transferibles obtenidos es bajo; la existencia de hembras que no respon-
den adecuadamente a {os tratamientos para inducir la ovulaciéon multiple;
la necesidad de respetar los periodos de descanso entre dos recogidas
consecutivas y la obligatoriedad de gue las donantes estén en perfectas
condiciones fisiolbgicas y ginecoldgicas. (Pérez y Pérez F y Pérez-Gutiérrez
JF., 2008).
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Estas circunstancias han creado la necesidad de desarrollar un procedi-
miento alternativo para la produccién de embriones, basado en la utiliza-
cion de ovocitos inmaduros, recogidos directamente del ovario con inde-
pendencia de la edad y de la situacién fisioldgica de ta hembra (Herradon
y cols., 2007).

La utilizacién de la fecundacién in vitro para la produccién de embricnes
ha permitido demostrar sus numerosas aplicaciones, entre las que pode-
mos destacar: aumentar el rendimiento de los programas de produccién
de embriones a partir de hembras de alto valor genético, producir em-
briones a bajo coste, obtener descendientes de hembras de gran calidad
genética que deban ser sacrificadas. También permite el aprovechamien-
to de animales con problemas de infertilidad, incrementa la eficacia de los
programas de seleccién mediante la aplicacion de técnicas de diagndstico
preimplantacional para identificar variables alélicas de algunos genes de
interés productivo, y facilita la utilizacion de semen sexado, etc. (Herradon
y cols., 2007).

La primera F.LV. en mamiferos se realizé en 1953 por Thibault et al.; aun-
gue no se consiguié hasta 1985 el nacimiento de los primeros cabritos y
hasta 1986, el de los primeros corderos. Ukimamente, se ha conseguido,
gracias al avance de las biotecnologias, el nacimiento de embriones ovi-
nos y caprinos, obtenidos por maduracion de ovocitos y F.LV.

La fecundacién es el acontecimiento mas importante e intimo de la vida,
que permite el mantenimiento de la especie. Controlando in vitro 1a fe-
cundacion, se accede al progreso genético de! animal y de la especie,
abriendo la puerta al desarrollo post-fecundacion in vitro.

La E1V. es una técnica que permite conocer mejor los mecanismos de |a
fecundacién, pero también sirve para estudiar el ovocito y su maduracion,
la capacitacion de los espermatozoides, la activacion del huevo, el control
de! genoma embrionario, los mecanismos de la division celular, la influen-
cia de los genomas materno y paterno, las interacciones entre el nicleo y
el citoplasma, el papel de los mediadores bioguimicos establecidos entre
la madre y el embrién, los mecanismos de diferenciacion de los blastome-
ros, los fendmenos inmundlogicos implicados en el mantenimiento de 1a
gestaciodn, etc.

El conocimiento de las etapas de formacidn de los pronticleos, permite en
algunas especies desarrollar programas de ginogénesis, androgenesis, etc.
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El éxito de la M.LV.-FLV. depende de completar adecuadamente la madu-
racién del ovocito y la capacitacién del semen. Aungue en el éxito de la
fertilizacién también juegan un papel muy importante el medio utilizado,
la concentracion espermaética, ef tiempo de cocultivo semen-ovocito y la
temperatura {Wani, 2002).

lli.5.- Transplante de embriones (T.E.)

Las primeras transferencias de embriones las realizé Heape a principios
de siglo; desde entonces, se han llevado a cabo transplantes desde el
estadio de huevo, pasando por los de 2, 4, 8 6 16 células, de mdérula, o
de blastocisto. Por su complejidad, dificiimente puede desplazar a la LA.
como técnica de reproduccién generalizada, aunque ofrece la posibilidad
de intensificar la seleccion animal desde la hembra. La posibilidad de con-
gelacidn de los embriones ha contribuido ampliamente a la extension de
esta biotecnologia.

Son muchos los objetivos del T.E.: obtencidn de una mayor descendencia
de animales de alto valor genético; obtencion y venta de reproductores;
obtencién de descendientes de reproductores de gran valor, con proble-
mas para una reproduccion tradicional; obtencién de embriones para ex-
portacién; introduccién de nuevos genes en rebafios, asi como recuperar
patrimonios genéticos en rebafios afectados por problemas patoldgicos.

Una buena sincronizacién uterina debe existir entre donante y receptoras,
debiendo ser inferior a 48 o incluso a 24 horas la diferencia entre el dia del
ciclo de ambas, si queremos obtener buenocs resultados. (Pérez y Pérez F,
y Pérez-Gutiérrez JF., 2008).

La produccién de embriones in vitro representa una de las técnicas mas
importantes en la biotecnologia de la reproduccién. Hoy dia, es posible
extraer ovocitos inmaduros de los foliculos presentes en |a superficie ova-
rica, asegurar su maduracién, fecundarlos y cultivar los embriones obteni-
dos, realizando in vitro todas las operaciones. Los embriones pueden ser
utilizados tanto en programas de transferencia como para obtener cito-
plastos para transplante de nicleos y produccion de clones.

Ill.6.- Congelacion de embriones

La primera congelacién de embriones de mamiferos se llevd & cabo en
1952 (Smith), pero no fue hasta 1974 (Whittingham et al} cuando se ob-
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tuvo el primer nacimiento por transferencia de un embrién ovino conge-
lado.

Para la congelacién de embriones, debemos seguir los principios de la
criobiologia, aungue en el caso de los embriones juegan un importante
papel para |la posibilidad de supervivencia, las modificaciones fisicas de las
céluias y el grado de cristalizacién intracelular.

Los movimientos y los cambios de fase del agua intracelular, asi como la
velocidad de enfriamiento, tienen una gran importancia. En |a congelacién
rapida, la célula esta poco deshidratada y el agua intracelular forma gran-
des cristales que originan lesiones irreversibles de las membranas y de las
estructuras intracelulares en el momento de la descongelacién. Cuando
fa congelacion es lenta, la célula tiene tendencia a deshidratarse fuerte-
mente, lo que limita la formacion de cristales y favorece una buena super-
vivencia en la descongelacion, aunque, si la congelacion lenta continua
durante mucho tiempo, la célula se deshidrata demasiado y se produce un
excesivo aumento en la concentracidn intracelular de electrolitos y muere
la célula. Ante estas dos indicaciones contradictorias, la mejor solucién
es una congelacion lenta, seguida de una muy rapida, lo que implica la
formacidn de un escaso nimero de pequefios cristales, compatibles con
la supervivencia celular. La cantidad de micro-cristales intracelulares no
debe sobrepasar el umbral letal que varia para cada célula.

Se considera que a la temperatura del nitrégeno liquido {-1962 C.} , todos
los procesos metabdlicos intracelulares se detienen, pero los movimien-
tos de los electrones continvan.

La velocidad de descongelacion debe ser muy rapida (2.0002 C. por minu-
to), para evitar la formacién de cristales {recristalizacion) lo que originaria
a su vez, lesiones irreversibles de [a célula.

Estos datos generales de cricbiologia celular, son mas complejos cuan-
do se trata de fa congelacion de embriones; dependiendo ademas de su
estado de desarrollo, de su morfologia {no es lo mismo un huevo recién
fecundado, que una mérula o un blastocisto), de la presencia de células
va diferenciadas (necesitarian protocolos de enfriamiento diferentes}, con
relaciones distintas en superficie-volumen, a las de una célula aislada.
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Técnicas de congelacidn de embriones.

Actualmente se utiliza el acondicionamiento en pajuelas, que permiten al-
macenar perfectamente identificados los embriones en nitrégeno fiquido.
El éxito de la congelacion dependera de |a naturaieza de los embriones,
pero también del cricprotector y del programa de temperatura empleado
en la congelacidn y descongelacion,

Para la congelacién de los embriones, se utilizan congeladores programa-
bles. El cambio de fase liquida a sdlida, debe ser rigurosamente controla-
do. La temperatura puede bajarse de 202 C. a -7¢ C,, a razdn de unos 52
por minuto. La deshidratacién celular de -72 hasta -30 6 -352 C., debe ser
muy lenta (a 0.32 C. por minuto) , para [imitar al maximo la cristalizacién
del agua dé las células del botdén embrionario v del trofoblasto, asi como
la del blastocele. La inmersidn final en nitrégeno liguido (-1962 C.} es ins-
tantdnea, con el fin de no llevar la deshidratacién celular mas alld de los
-30 6-352C.

La descongelacion de los embriones es ultra-rapida (2.0002 C. por minu-
to), a través de una inmersidn instantdnea de la pajuela en un bafio maria
a 3792 C. Las condiciones de eliminacion del crioprotector son importan-
tes. Realizdndose en una sola etapa, colocando la pajuela vertical en el
bafio maria y permitiendo que la burbuja de aire mezcle el crioprotector
con la solucidn de sacarosa, aumentando la presién osmética del medio
extracelular y la difusién pasiva del crioprotector presente en las células
embrionarias y en el blastocele.

Perspectivas de la crioconservacidn embrionaria.

Seria importante encontrar métodos de conservacion menos drasticos
para los embriones que el nitrégeno liquido, ya que |a viabilidad embrio-
naria después de las micromanipulaciones estd ya alterada, mas aln si se
realiza un sexaje, una clonacién, una transferencia de nicleos o se some-
ten los embriones a programas de transgénesis.

Con el progreso de las técnicas de FLV. es importante desarrollar técni-
cas de conservacion de gametos femeninos, pere el ovocito es una célula
muy diferente al huevo: su citoesqueieto comprende un huso mitdtico de
microtdbulos cuya integridad es indispensable para mantener los cromo-
somas agrupados en la placa metafasica. Ademas, el huso es muy sensible
a los descensos de temperatura, y la congelacion puede originar dafios
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irreversibles tales como la dispersion de los cromosomas o una mala mi-
gracion, gue origine anomalias cromosémicas y mortalidad embrionaria.

El empleo de mezclas de crioprotectores pueden resultar téxicas para los
embriones, [o mismo gue la utilizacidn de crioprotectores a concentracio-
nes elevadas. Se plantea, si determinadas proteinas anti-gel, podrian ser
utilizadas como crioprotectores embrionarios. La utilizacidn de velocida-
des de congelacion ultra-rapidas {2.0002 C. por minuto), pueden lograrse
introduciendo directamente las pajuelas en nitrogeno liguido. La congela-
cién por vitrificacion, podria también ser considerada en un futuro.
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IV.- Nuevas biotecnologias en reproduccién.

Todas las tecnologfas reproductivas que hemos abordado (transplante
y congelacion de embriones, asi como la FLV.) permiten avanzar en re-
produccion animal y desarrollar nuevas posibilidades biotecnolégicas de
consecuencias casi imprevisibles. Actualmente, ya se consideran cadenas
biotecnologicas, que integran varias técnicas, tales como la clonacién (uti-
liza el control del cicio, la capacitacidn in vitro, la maduracién ovacitaria
in vitro, el diagnostico pre-implantatorio, la congelacién de embriones,
la transferencia embrionaria, los signos embrionarios de reconocimiento,
métodos de diagndstico y mantenimiento de gestacidn, etc.) siendo simi-
lar lo que ocurre en los aspectos relacionados con la transgénesis. -

Aungue es dificil prever y cuantificar el impacto de todos estos avances
tecnologicos, es previsible que efectos muy positivos, tanto directos como
aplicados a otras especies {incluida la humana) puedan permitir mejorar
la produccidn, avanzar en el progreso genético, luchar contra procesos
patoldgicos, mejorar las posibilidades reproductivas, etc.

IV.1.- Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides {I.C.5.1.)

La Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (I.C.5.1.), es la intro-
duccion directa de un espermatozoide en el ovocito después de atravesar
ia zona peldcida y la membrana del ovocito {Devroey y Van Steirteghem,
2004),

La primera inyeccidn espermatica con éxito, se desarrollé mediante la mi-
croinyeccién de espermatozoides de erizo de mar en huevos de la mis-
ma especie {Hiramoto, 1962}. Posteriormente a Uehara y Yanahimachi
(1976), al trabajar con hamster, se les atribuye el primer experimento de
.C.5.1. en mamiferos. Sin embargo, no fue hasta 1988 cuando se obtuvo
por primera vez descendencia viva como producto de 1.C.S.1. en conejos
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{Hosoi y cols., 1988} y dos afios mas tarde se consiguio el nacimiento de
terneros vivos (Goto y cols., 1990).

Las primeras gestaciones en humanos producto de la 1.C.S.1,, se obtuvie-
ron en 1992 con el nacimiento de los primeros bebés. Esta técnica es con-
siderada una de las mayores innovaciones en el campo de la reproduccion
asistida en la especie humana (Palermo y cols., 1992); aungue poco tiem-
po después, Tesarik y cols,, (1995; 1996) abrieron nuevas perspectivas al
conseguir las primeras gestaciones y nacimientos tras la inyeccidn de es-
permatidas mediante 1.C.5.L

En ovino, fueron Clarke vy cols., (1988) quienes aplicaron la 1.C.5.1. por pri-
mera vez, observaron que la inyeccidn de un espermatozoide completo o
un nicleo espermético daba lugar a la formacién de pronucleos y la sub-
secuente divisién; Catt y Rhodes, {1995) demostraron que los ovocitos de
ovino fertilizados por 1.C.S.1. alcanzaban el estadio de mdrulas y blastocis-
tos, y un afio mas tarde Catt y cols., {1996) obtuvieron el primer cordero
macho producto de fecundar por 1.C.5.1., con un espermatozoidé sexado,
un ovocito madurado in vitro.

Una variante muy importante del uso de esta técnica es la microinyeccion
pronuclear, que fue la primera técnica disefiada especificamente para la
transferencia de genes, generando con éxito animales transgénicos en
una amplia variedad de especies de mamiferos, tales como: ratones, cer-
dos, ovejas, conejos, ratas, cabras y vacas (Wall, 2002).

A pesar de que durante los Ultimos afios este procedimiento ha tenido
una difusion mundial, sélo recientemente se han considerado los posibles
riesgos que pueden surgir por su uso indiscriminado.

Por otro lado, una desventaja de aplicar esta técnica es que se atraviesa
la zona peltcida por medio de un trauma mecanico y como consecuencia
se puede dafiar y destruir el ovocito. Tanto es asi, que aproximadamente
solo un 30% de los ovocitos bovinos inyectados sobreviven tras este pro-
cedimiento, inclusive cuando se utilizan micropipetas muy finas en condi-
ciones idéneas (Keskintepe y Brackett, 2000).

IV.2.- Tecnelogia del cultivo embrionario

En general, los medios de cultivo disefiados especificamente para la pre-
implantacidn de embriones de mamiferos tienen una composicién real-
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mente sencilla, ya que se basan en el equilibrio de soluciones salinas, con
la adicion de sustratos energéticos como piruvato, glucosa y factato, Estos
medios son suplementados rutinariamente con una fuente de proteina,
comunmente en forma de albtimina sérica, para mantener [a viabilidad in
vitro de las células somaticas (Gardner y cols., 1994).

Recientemente se formularon medios de cultivo secuenciales para el de-
sarrollo in vitro de embriones de mamiferos. Los estudics demostraron
gue un medio de cultivo para largos pericdos de tiempo puede deterio-
rarse rapidamente dando como resultado que no sea capaz de sostener el
desarrollo embrionario. Un sistema secuencial de medios supera este pro-
blema y también tiene la ventaja de modificar los sustratos energéticos y
l[a concentracion de estos sustratos, imitande asi los cambios ambientales
que experimenta el embridn durante su desarrollo in vivo cuando viaja
del oviducto al tero. Estos cambios en el ambiente de cultivo sirven para
satisfacer las cambiantes demandas de energfa de los embriones en de-
sarrollo, asociadas con los cambios biogquimicos y morfolégicos como la
transicién materno-zigética, la compactacién, la formacién y expansion
del blastocele {Swain y cois., 2001)

IV.3.- Criopreservacion de ovocitos y embriones

La criopreservacion de ovocitos y de tejido ovarico ha sido durante mu-
cho tiempo el objetive de los investigadores. El éxito de la preservacion y
almacenamiento de estas estructuras tiene mucha importancia en el avan-
ce de las tecnologias en reproduccidn asistida y medicina. Los progresos en
la preservacion de este material podrian permitir un mejor manejo de es-
pecies ganaderas, animales de laboratorio y mejorar la conservacion de la
diversidad hioldgica, incluyendo especies en peligro de extincion, dando la
posibilidad de disponer instantadneamente de una gran cantidad de ovoci-
tos. Sin embargo, los ovocitos de mamiferos aun son de los tipos celulares
mas dificiles de criopreservar satisfactoriamente (Diez y cols., 2005},

La criopreservacidn de ovocitos y embriones de mamiferos, hoy en dia,
se ha convertido en parte integral de la reproduccion asistida, principal-
mente en especies domésticas (Leibo y cols., 1996) y, en un apartado muy
especial, en humanos. Almacenar por debajo de la temperatura critica
de -130°C da lugar a la preservacion de células y tejidos por un periedo
de tiempo aparentemente indefinido, sin disminuir su viabilidad. Esto se
demuestra por {a ausencia del aumento de incidencias de defectos, tanto
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genéticos como epigenéticos, en un gran nimero de animales domésticos
nacidos de embriones ¢ de espermatozoides mantenidos por décadas en
nitrégeno liquido. Se sabe, por el contrario, que los acontecimientos que
ocurren a temperaturas ultrabajas y el posterior calentamiento pueden
causar lesiones letales o subletales. {Coticchic y cols., 2004). Ya en 1963,
Mazur manejaba una teoria para explicar la muerte de las células expues-
tas a temperaturas subcero, atribuyendo los dafios a la posibilidad de que
el agua congelada dentro de las células forme hielo intracelular. Ademas,
esta teorfa predice que la supervivencia de la célula puede ser méxima
cuando la formacidn de hielo intraceluiar es minima.

Los protocolos de criopreservacion para ovocitos y tejidos pueden ser cla-
sificados a grandes rasgos como “lentos” o “rapidos” de acuerdo a la cur-
va de enfriamiento y a la concentracion de aditivos que son usados.

El principio basico de todos los protocolos es el mismo en el sentido de
gue tienen por objeto proteger las células de los efectos de la congelacion
(enfriamiento), formacién intracelular de cristales de hielo, deshidrata-
¢ion v efectos toxicos a altas y bajas temperaturas {Shaw y cols., 2000}.

Aungue la congelacién lenta convencional ha sido usada con é€xito en una
amplia variedad de especies {ratones, bovinos, ovinos, caprinos, cerdos,
equinos, ratas, conejos, gatos, antilopes, babuinos, monos titi, macacos y
humanos), presenta algunas limitaciones tales como la necesidad de con-
tar con equipo sofisticado y caro, emplear tediosos protocolos de conge-
lacion (Maik y cols., 2005), provocar dafios entre |os que se encuentran
la formacion de cristales de hielo, lesiones osmaoticas, toxicidad por los
crioprotectores, concentracion intracelular de electrolitos, lesiones por
enfriamiento, fracturas de ia zona pelicida, rotura de embriones, altera-
ciones de los organelos intracelulares, citoesqueleto y de los contactos de
célula a célula (Vajta, 2000}.

En la congelacion rapida o también llamada congelacién no equilibrada,
las células son expuestas muy brevemente (casi siempre) a una mezcla de
alta concentracién de crioprotectores (mayor del 40% que representa una
solucién de 6 a 8 M) y son congeladas a elevadas velocidades de enfria-
miento por encima de 5002 C/min. (Leibo y Songsasen, 2002).

Purante la congelacion a temperaturas ultrabajas, las células son expues-
tas a varios factores de estrés consistentes en formacién de hielo intra
y extracelular, deshidratacion descontrolada, formacion de burbujas de
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gas, aumento de la viscosidad, concentracion de solutos v de iones los
cuales se cree gue causan diferentes formas de dafio celular (Shaw y cols.,
2000), asf como lesiones ocasionadas por la toxicidad de los crioprotecto-
res {Naik y cols., 2005).

La mayoria de los protoceolos de congelacion rapida emplean soluciones
con altas concentraciones de solutos (p.e., crioprotectores y azticares) los
cual provoca la salida del agua del interior de las células como medida
compensatotia. En estas soluciones, las células quedan suficientemente
deshidratadas e impregnadas de crioprotectores para tolerar la inmersién
directa al nitrégeno liguido o en vapores de nitrégeno. Los procedimientos
de congelacién no equilibrada son divididos en dos categorias dependien-
do de que se forme o no hielo en la solucion durante la criopreservacién,
Las soluciones que no forman cristales de hielo son conocidas como solu-
ciones de vitrificacidn. En los casos en los que haya una cantidad medible
o visible de formacidn de hielo durante la congelacidn o descongelacion,
este procedimiento puede ser denominado congelacién rapida o congela-
cidén ultrarrapida. La evidencia basada en embriones indica que la forma-
cidn de hielo durante la congelacién puede causar muche mas dafio que
la formacién de hielo durante la descongelacién {Shaw vy cols., 2000).

La supervivencia embrionaria depende de varios factores entre los que se
encuentran: el tipo de crioprotector, especie animal, estado de desarrollo,
as/ como el método de produccidn de embriones,

IV.4.- Vitrificacion

Otra hiotecnologia es la Vitrificacidn, cuya definicion fisica es la solidi-
ficacion de una solucion (formacion de vidrio) a bajas temperaturas sin
gue se formen cristales de hielo. (Vajta, 2000). Este concepto puede ser
concebido simplemente como un aumento de la viscosidad hasta que se
alcanza un estado solido. {Checura y Seidel, 2007}.

Si bien es cierto que con la vitrificacion se elimina totalmente la forma-
cian de cristales de hielo, una consecuencia negativa de este método de
congelacion es que aumenta las probabilidades de que se den casi todas
las formas de lesiones, a excepcién de las causadas por la formacion de
cristales de hielo.

Con el fin de aumentar las velocidades de congelacién y calentamiento se
han modificado los métodos de vitrificacidn, en lo que se refiere a los con-
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tenedores empleados. A dia de hoy se han realizado gran cantidad trabajos
en los que se prueban diferentes tipos de contenedores para vitrificar, ya
sea ovocitos y/o embriones, entre estos contenedores de vitrificacion po-
demos encontrar: pajuelas de 0,25 mi. (Hochi y cols., 1926; Hochi y cols.,
1998; Ito y cols., 1998; Cocero y cols., 2002; Naik y cols., 2005; Rodriguez-
Dorta y cols., 2007; Seki y Mazur, 2008), microgotas de medio de vitrifica-
cion (Le Galy Massip, 1999; Papis y cols., 2000; Gonzalez, 2003), micropipe-
tas de vidrio (GMP) (Kong y cols., 2000; Cho y cols., 2002), tubos capilares
de vidrio {Hochi y cols., 2000), gradillas de microscopia electronica (Hong
y cols., 1999; Chen y cols., 2001}, vitrificacidn en superficie sélida {SSV) {Lj
y cols., 2002; Begin y cols., 2003), gel-loading tip (GL-tip) (Hochi y cals.,
2004), flexipet-denuding pipette {FDP) (Liebermann y cols., 2002), sistema
Hemi-Straw {Liebermann y Tucker, 2002}, nylon mesh {Matsumoto y cols.,
2001; Abe y cols., 2005}, cryoloop (Begin y cols., 2003; Hochi y cols., 2004;
Checura y Seidel, 2007), cryotop {(Chian y cols., 2004; Hochi y cols., 2004;
Bogliolo vy cols., 2007; Muenthaisong y cols., 2007}, puntas de plastico para
micropipeta {Cremades y cols., 2004}, agujas hipodérmicas (Pornwiroon y
cols., 2006), e inclusive etiguetas de plastico (Chian y cols., 2004).

Pero sin lugar a dudas uno de los contenedores de vitrificacion mas uti-
lizado es el denominado Open Pulled Straw {OPS) (Vajta y cols., 19973;
Vajta y cols., 1997b; Kong y cols., 2000; Cuello y cols., 2005; Moussa y cols.,
2005; Naik vy cols., 2005; Checura y Seidel, 2007; Cuello y cols., 20073;
Sanchez-Osorio y cols., 2008}, incluyendo algunas de sus variantes como
la Superfine Open Pulled Straw (SOPS}) (Isachenko y cols., 2001; Isachenko
y cols., 2003b; Cuello y cols., 2004; Cuello y cols., 2007b; Cuello y cols.,
2008; Sanchez-Osorio y cols., 2008) y Closed Pulled Straw (CPS) (Chen y
cols., 2001; Ramezani y cols., 2005).

IV.5.- Open Pulled Straw {0.P.5.)

El método Open Pulled Straw {Q.P.S.) supera las inconvenientes de la
vitrificacion tradicional porgue consigue acelerar las velocidades de con-
gelacién y calentamiento por encima de 2000°C/min (Vajta, 2000).
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Las ventajas del método O.P.S. son:

e afta velocidad de enfriamiento al emplear un volumen minimo de
medio;

® carga facil y rapida de ovocitos y/o embriones por el efecto de
capilaridad,;

e contacto directo entre el nitrégeno lfguido v el medio de vitrifi-
cacidn, lo cual aumenta fa velocidad de congelacidn;
calentamiento répido y simple;
baja toxicidad debida a que fa congelacion y rehidratacidn se rea-
liza rapidamente, y

¢ menos posibilidades de rupturas de membranas tanto de ovocitos
como de embriones.

En la actualidad existen una gran cantidad de publficaciones en las cuales
se emplean las pajuelas 0.P.5. como método de vitrificacidn. En estos tra-
bajos se han vitrificado ovocitos (en diferentes estadios de maduracidn) y
embriones de una amplia variedad de especies de mamiferos. Los resulta-
dos obtenidos son satisfactorios y se pueden comparar con otros sistemas
de vitrificacidn mas sofisticados.

Una desventaja de éste y varios métodos de vitrificacion es el posible
riesgo de contaminacién por el contacto directo del nitrégeno liquido y
el medic de crioprotector que contiene los ovocitos o embriones. Estos
peligros pueden ser eliminados con el uso de nitrégeno liquido estéril
para la congelacion, y posteriormente colocando el material vitrificado en
contenedores herméticos antes de ser almacenados (Vajta, 2000). Otro
pegueno inconveniente de las pajuelas O.P.S. lo encontramos en el mo-
mento de almacenarlas, ya que flotan en el nitrdgeno liguido y es ne-
cesario colocarlas en un contenedor que impida perderlas en el tanque
de almacenamiento.

IV.6.- Métodos de produccién de embriones

La capacidad para almacenar algunos tipos de gametos de mamiferos en
nitrogeno liquido a -196°C durante un periodo prolongado de tiempo, sin
que sufran algln dafic o cambioe, ha impulsado la investigacién de métodos
de criopreservacion cada vez mds eficientes, adaptables a una variedad
cada vez mayor de ovocitos y embriones de diversas especies. Los proto-
colos de criopreservacién han sido adaptados con éxito a embriones en

59



varios estadios de desarrollo y en un gran ndmero especies. Sin embargo,
cada vez es mas evidente que ciertas caracteristicas fundamentales de em-
brionhes de algunas especies (p.e. en cerdos), o de embriones en ciertos es-
tadios (p.e. las primeras divisiones en bovinos), o de ovocitos de la mayoria
de especies (con la posible excepcion de ratones y humanos) presentan
problemas particulares para su criopreservacién (Leibo y cols., 1996).

Se sabe gue algunos tipos de embricnes pueden ser gravemente altera-
dos o simplemente dafiados al ser enfriados por debajo de la tempera-
tura fisioldgica. Por ejemplo, embriones porcinos producidos in vivo y
embriones bovinos producidos in vitre son extremadamente sensibles al
enfriamiento por debajo de 142 C, mientras que los embriones bovinos y
ovinos producidos in vivo no lo son. Esta sensibilidad al enfriamiento es
dependiente del estadio de desarrcllo embrionario y de las condicicnes
bajo las cuales se desarrolla. Ademas la sensibilidad embrionaria al enfria-
miento parece estar correlacionada con la sensibilidad a la congelacion
{Poyad vy Leibo, 1994).

Hoy en dia se sabe que los embriones en estadios de desarrollo temprano
(antes de la compactacién) son mas sensibles en condiciones de hipot-
ermia debido a gue su contenido intracelular de lipidos es mas elevado
que en los estadios de moérula o blastocisto {Cuello y cols., 2007b). Por
otro lado, el hecho que tras la crioconservacion aumenten los porcentajes
de supervivencia de embriones en estadios de desarrollo mas avanzados
parece estar determinado por la gran cantidad y el tamafio peguefic de
las células que conforman a estos embriones, lo cual mejora la resistencia
al enfriamiento cuando se comparan con embriones en estadios tempra-
nos conformados por pocas células pero de gran tamafio (Garcia-Garcia y
cols., 2006).

Estas consideraciones sostienen la hipotesis que diferentes estadios em-
brionarios tienen diferente respuesta al mismo protocolo de criopreser-
vacién, lo cual apunta a la necesidad de modificar los protocolos de con-
gelacién ajustandolos al estadio embrionario con el que se trabaje en ese
momento (Garcia-Garcia y cols., 2006).

V.7.- Diagnadstico preimplantatorio (D.P.1.)

Aunque el Diagndstico preimplantatorio (D.P.L.}, no se realiza ain en ex-
plotaciones animales, el D.P.I. permitirfa determinar enfermedades here-
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ditarias a través de cultivos de embriones in vitro. Hoy dia se conocen
mas de 3.000 enfermedades génicas, y al menos 300 estan ligadas al sexo
{cromosoma X},

El diagndstico genético preimplantatorio {D.P.l.} representa un progreso
en la prevencion precoz de enfermedades genéticas graves, en caso de
progenitores con antecedentes. La practica del D.P.l. puede estar influen-
ciada por intereses econdmicos dominantes o simplemente por el deseo
de tener nifios con menos riesgos genéticos. El D.P.1., deberia ser Unica-
mente una técnica médica que sirva para prevenir enfermedades genéti-
cas indiscutibles.

IV.8.- Determinacion de sexo en embriones

Es de gran interés zootecnico el poder eiegir el sexo del recién nacido.
Los bancos de esperma o de embriones, sexados, presentan un indudable
interés.

Determinacién de espermatozoides X e Y

Actualmente, solo la separacién de espermatozoides X e Y por citometria
de flujo presenta una eficacia real, aungue los resultados no son fiables al
100%. Este método se-basa en la diferencia en acido nucleico: los esper-
matozoides Y contienen de un 3% a un 4% menos ADN que los X, tanto en
el morueco como en el macho cabrio. La fluorescencia de cada esperma-
tozoide se mide por citometria de flujo, siendo cuantificada a través de un
sistema informatizado, separando posteriormente los dos tipos celulares
a través de un campo eléctrico. El método resulta limitado, debido al pe-
quefio nimero de espermatozoides gque se pueden analizar, y no es com-
patible con la LA, Su coste resulta aln prohibitivo y, ademas, la presencia
de flucrocromo en el ADN aumenta la mortalidad embrionaria.

Sexaje de embriones

La determinacién del sexc de los embriones permite aumentar considera-
blemente el porcentaje de descendientes de una hembra para ese sexo.
Por razones ligadas a |a técnica de transferencia y a la edad del embrién
{debe tener |a zona peldcida) y también a la conservacién (congelacién),
el nimero de células del blastocisto es pequefio (120 a 160) y las posibi-
lidades de biopsia limitadas. Las técnicas que pueden emplearse en ru-
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miantes, actualmente son: el analisis citogenético, la dosificacion enzima-
tica y la hibridacidn in situ.

El analisis citogenético es fiable al 100%, permite visualizar los cromoso-
mas sexuales (es el método de referencia); pero se utiliza poco por las di-
ficultades de su realizacion. Para obtener un cariotipo, es necesario hacer
que las células embrionarias se dividan y poder observar una célula en
metafase con los cromosomas en la placa ecuatorial, ademas el rendi-
miento de la técnica es débil (30%) al poder disponer como maximo de
una biopsia de 10 a 20 células (sin afectar la supervivencia del embridn).

La dosificacion enzimatica, se basa en que el nivel de expresion de los enzi-
mas que se codifican con el cromosoma X de la hembra (XX), es doble que
en el macho (XY), durante el periodo de desarrotlo embrionario en el que
fos cromosomas X son activos. La determinacién de glucosa 6P-deshidro-
genasa, ha permitido sexar correctamente embriones de ratén. Lamenta-
blemente el método no esta atn en fase de utilizacién zootécnica.

Comparacion entre diferentes métodos de sexaje de embriones

Criterios Método ideal Métado de sexaje de embriones
Citogenético Hibridacian PCR
Fiabilidad 100 HHH+ ++H+ ok
Rapidez Unas horas B ++ 4+
Simplicidad Automatico - ++ ++
Andlisis (n2) Més de 1000 ++ 4t
Embrion (cls) 0 20-50 10-15 1-10
., Sin cuttivo - .
Ventajas Eleccidn de sexo | o iiia100 | No radioactive | 110 atico Método
antes de fecundar X a punto
Método a punto
D .
.u.racmn Técnica delicada
Dificultad . - . o
. Manipulacidn del Manipulacidn del
. . técnica < - L
Inconvenientas Ninguno . embrién embrign Eleccién de
Muchas células . -
, Eleccion de sexo a sexo a posteriori
Método lento T
posteriori

A posteriori
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Sexaje de embriones por Seleccién de Espermatozoides

Criterios Método ideal Seleccién de Espermatozoides
Fiabilidad 100 +H
Rapidez Unas horas +++

Simplicidad Automdtico ++++

Analisis (n2) Mas de 1,000 +44t

Embrién {cls) o] 0

Mo perjudicable para el embrién
Ventajas Eleccion de sexo antes de fecundar Eleccién sexo antes fecundar
Apiicable en gran nlmero

Fiabilidad débi!
Métedo adn no pueste a punto

Incanvenientes Ninguno

Una técnica de hibridacién in situ capaz de detectar el cromosoma Y en
una biopsia embrionaria de una decena de células fué puesta a punto
(Burns et al, 1985}. Consiste en hacer reaccionar una sonda molecufar, no
sobre ADN purificado sino sobre células fijadas. El liquido de hibridacién
con la sonda se deposita sobre las células. Las preparaciones se calientan
a 1002 C. {10 minutos) para desnaturalizar los ADN vy posteriormente se
mantienen a 422 C. {4 a 12 horas), para obtener la hibridacién.

El sexaje de embriones por PCR, se basa en ampiificar exponencialmente
el ADN del cromosoma Y. La técnica de PCR, permite amplificar hasta 1
millén de veces una regidn elegida de ADN, El ADN se desnaturaliza a tem-
peratura elevada (942 C. durante 1 minuto); afiadiendo posteriormente
una solucién con sondas especificas, nucleétidos libres y Taq polimerasa.
En una primera fase {1 minuto a 50-602 C.} las sondas se hibridan con las
secuencias de ADN complementarias; mas tarde se sintetizan las cadenas
de ADN gracias a la accion de ta polimerasa (2 minutos a 70-752 C.); este
ciclo debe repetirse sucesivas veces (50-60) si se guiere efectuar la reac-
cion a partir de solo 1 6 2 copias de ADN, es decir el correspondiente a
una célula hapioide o diploide (10 pg de ADN). Una determinacién de sexo
de fos embriones puede hacerse rapidamente y de forma automatica. El
sexaje por la técnica de PCR, esta en pleno desarroilo a nivel zootécnico.

I.9.- Clonacion de embyriones (C.E.)

La supervivencia de los blastdmeros depende de la zona pellicida {estruc-
tura que debe estar presente en los primeros estadios del desarrolio} y de

63



la posible adhesién de los blastémeros a las células epiteliales del oviduc-
to, lo gue supone una parada en su division. Un blastdmero transplantado
sin zona peldcida o en una zona pellcida muy abierta, es incapaz de de-
sarrollarse, por lo que se emplea la técnica de Willadsen de inclusién en
agar-agar para cerrar las zonas peltcidas, habiéndose obtenido nacimien-
tos de gemelos homocigoticos en la oveja, gracias a esta técnica.

Produccidn de gemelos por biseccion,

Para evitar el cultivo in vivo y las inclusiones en agar-agar, Ozil perfecciond
el micromanipulador de Fombrune (1945), permitiendo a través de una
limitada abertura atravesar la zona pe_hjci'da. El embridn se sujeta por de-
presién con una micropipeta, abriendo la membrana pellcida siguiendo
un plano ecuatorial, con la ayuda de dos micro-agujas; posteriormente y
con la ayuda de una micropipeta, se penetra en el interior de |la zona pelu-
cida y se expulsa el embrién por una ligera inyeccion de medio. La mem-
brana pelicida vuelve a cerrarse por si sola. Los embriones en estado de
mérula se dividen en dos por simple presion con micro-agujas; mientras
que los blastocistos se seccionan, con la ayuda de un micro-bisturi, por la
mitad del disco embrionario. Cada mitad de embrién se sitla en una zona
pelicida vacia, que pueden conseguirse de ovocitos obtenidos en ovarios
de matadero.

La produccion de gemelos por biseccién, como método de duplicacidn
embrionaria, es el mas eficaz y econémico para obtener gemelos homo-
cigéticos, y al ser débil la supervivencia de los embriones congelados, es
mejor realizar la transferencia el mismo dia de la biseccidn, pudiendo ade-
mas tomar algunas células y determinar el sexo al mismo tiempo. Tanto
en ovinos como en caprinos, se han llevado a cabo con éxito experiencias
de este tipo.

Clonacidn por transferencia de nticleos.

El objetivo zootécnico es obtener un gran nimero de copias de un in-
dividuo de alto valor genético, pero existen aun numerosas dificultades
técnicas. (Pérez y Pérez F, y cols., 2005).

Es tedricamente posible obtener, 10, 100 o incluso 1.000 individuos idén-
ticos a partir de uno solo, congelando embriones (hijos, nietos, etc.) que
a su vez seran clonados, y asi indefinidamente. Esto podria suponer un
cambio radical en la ganaderia del futuro, aunque también un preocu-
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pante empobrecimiento genético de la poblacion animal. La diversidad
genética entre razas e individuos es una riqueza que debemos proteger
de forma prioritaria, y |a clonacién puede suponer un riesgo para poder
mantener el suficiente polimorfismo genético de las poblaciones anima-
les. La creacion de embriotecas puede mantener las diferentes razas, pero
la diversidad individual no serd suficientemente salvaguardada.

Actualmente, se utiliza mas el programa de clonacidn todo in vitro: madu-
racion ovocitaria, transferencia de nicleos de blastémeros provenientes
de mdrulas congeladas, desarrollo embrionario hasta los 6-8 dias, selec-
cidn de embriones in vitro y trasplante de embriones en Utero a hembras
receptoras.

A pesar del débil rendimiento para su utilizacion practica, es posible rea-
lizar ta clonacién de embriones. Sera necesario, integrar toda la cadena
tecnoldgica de la reproduccion asistida: maduracion in vitro, desarrollo
embrionario in vitro, sexaje, congelacion, transplante embrionario, repro-
duccidn, seguimiento in vivo e in vitro de |a supervivencia embrionaria,
etc. Numerosos problemas practicos, e incluso tedricos, deberan ser re-
sueltos, tales como: la activacion del ovocito, los mecanismos de diferen-
ciacion de los nucleos de los embriones donantes, el cultivo de las células
totipotentes ES, las mortalidades embrionarias y fetales, la naturaleza de
fos signos embrionarios, etc.

Primeras clonaciones embricnarias en animales domésticos
(Heyman y col. 1991)

Especie Fase de_t?esarrol!o del Nacidos | Clones Autor
embrién donante
4-16 células 2 - Prather y col., 1987
16-64 células 92 7 Bondioli y col., 1950
Vaca 32-64 células - - Simmsy col., 1991
8-64 células 101 4 Willadsen y col.,, 1991
32 células 5 Heyman v col., 1993
8-16 células 3 2 Willadsen y col., 1986
Ovela 16 células 2 - Smith y Wilmut, 1989
Boton del blastocisto 1 - Smith y Wilmut, 1989
32 células congelado 2 1 Heyman y col., 1990
8 células 6 - Stice y Robl, 1988
Coneja 32 células congelado 8/207 6 Heyman y col., 1990
32 células fresco 106/139 6 Coltas y Robl, 1991
Botén del blastocisto - - Collas y Robl, 1991
Cerda 4 células 1/88 - Prather v col., 1989
Cabra 8-32 células 5/24 2 Yong y col., 1991
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Cronologia de nacimiento de clones en las diferentes especies (Palma, 2008)

Especie Autor Ao
Qvina Wilmut y cols. 1997
Bovina Cibeli y cols. 1998
Caprina Baguisi y cols. 1995
Porcina Polejaeva y cols. 2000
Felina Shin y cols. 2002
Leporina Chesne y cols. 2002
Equina Galli y cols. 2003
Mula Woods v cols. 2003
Murina Zhu y cols. 2003
Canina Lee y cols, 2005

IV.10.- Transgénesis

La técnica de la Transgénesis permite crear un individuo gue ha recibido
una informacién genética nueva, como consecuencia de la intraduccion
experimental de ADN diferente al de su patrimonio genético.

En produccidn animal, son previsibles importantes resultados a través de
la transgénesis, investigandose principalmente en fos siguientes campos:
mejora de las producciones animales cldsicas {leche, carne, lana, huevos);
aumento de |a resistencia de los animales a ciertas enfermedades, y pro-
duccién de proteinas de alto vator {factores de coagulacion, antitripsing,
etc.).

El interés de los animales transgénicos reside en la obtencién de progre-
so genético en los rebafios, pero es conveniente ser muy prudente en la
introduccion de animales transgénicos en las ganaderias ya que determi-
nados individuos (no viables, anormales, infértiles, etc.) pueden perturbar
producciones consolidadas. Es imprescindible comprobar previamente
los animales transgénicos antes de su desarrollo y diseminacidn en ra-
zOn a las posibilidades de las biotecnologias abordadas (I.A, congelacion,
transferencia de embriones, etc.). Es absolutamente necesario controlar
rigurosamente todos los pardmetros fisiologicos, susceptibles de ser mo-
dificados por la introduccion de un transgén en el patrimonio genético de
una poblacién, ya que cualquier error podria ocasionar efectos catastrofi-
cos en el espacio y en el tiempo.

La mejora de las calidades zootécnicas de los rebafios por la introduccion
de animales transgénicos es aun especulativa aunque se pueden conside-
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rar algunos objetivos interesantes: aumento de la cantidad de carne en la
canal; disminucidn del contenido en colesterol; disminucidon de la grasa;
aumento en la produccion lactea; disminucion del contenido en lactosa
de la leche; mejor calidad de lana o de la piel; mejor eficacia nutritiva y de
conversion; etc.

Yemos que existen multiples perspectivas para mejorar la produccién ani-
mal, a través de programas de transgénesis pero, antes de su introduccion
en las explotaciones, hay que precisar cuales son los genes que deben ser
elegidos, cuales son sus efectos y como afectan a las funciones fisioldgicas
relacionadas con su accién.

JV.11.- Control de sexo y triploidizacién

En acuicultura industrial, el control del sexo, permite la produccion de
peces de sexos diferentes: hembras masculinizadas (neomachos produc-
tores de semen monosexo) y estériles (hembras triploides), se lleva a cabo
por masculinizacion indirecta (con andrégencs) y por esterilizacién {por
temperatura, presion o gas) o técnicas combinadas. El mejor periodo para
la intervencion endocrina, coincide con el periodo previo a la diferencia-
¢idn sexual morfologica y que en los salménidos se sitiia de la pre a la
post eclosidn (Piferrer and Donalson, 1993), para llevar a cabo la femi-
nizacion o la masculinizacién, se somete a fos alevines a una inmersién
durante dos horas en un bafio esteroide. Nosotros (Espinosa y cols, 1999),
para producir neomachos, vehiculamos el andrégeno (metil testosterona)
al primer alimento, suministrandolo durante 3-4 meses. Mientras que la
testosterona resulta ineficaz para producir ia masculinizacion, la 11-ke-
totestosterona es eficaz, y andrdgenos no aromaticos como la 17a metil
hidrotestosterona, inducen la masculinizacidon sin aparente feminizacién
(Piferrer et al., 1993).

Las hembras masculinizadas desarrollan testiculos aunque por la ausen-
cia de conductos deferentes la obtencion seminal debe realizarse quirdr-
gicamente. La fecundacidn de hembras {XX), productoras de huevas (X),
con necmachos (XX} productores de semen (X), darfa origen a pobfacio-
nes todo hembras (XX}, aunque hemos constatado la presencia de algu-
nos maches, entre la descendencia (X0?). También es posible obtener
nechembras (machos feminizados) administrando 17a etinil E,, y aungue
se realiza en diversas especies, actualmente no presenta una aplicacién
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industrial en los salmoénidos. La obtencidn de machos YY, partiendo de
nechembras XY, permite segin Melard {1995} conseguir poblaciones con
un 100% de machos.

Para la produccion de triploides, se necesita previamente conseguir una
generacion monasexo (XX), para lo cual se praducen neomachos y al fe-
cundar una hembra (XX} con semen de neomacho (XX}, se obtiene una
poblacion monosexo {XX), cuya manipulacién cromosdmica posterior,
permite obtener individuos triploides (XXX) estériles.

Las técnicas mas utilizadas consisten en someter, unos minutos después
de la fecundacion, los huevos de trucha arco iris {(oncorrynchuss mykiss}
a un shock térmico (26,52 C.), a un choque hiperbérico (9500 p./s.i.), 0 a
una atmdsfera de gas nitroso, durante diversos periocdos de tiempo {des-
de unos minutos a 1 6 2 horas, segun las diferentes tecnologias), obte-
niéndose indices de triploidia que varian entre un 60 y un 90%. Nosotros
(Espinosa y cols., 1999 y 2005) con técnicas combinadas, hemos consegui-
do un 100% de individuos estériles.
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V.- Reflexiéon general

Queremos en el siguiente apartado, plantear una reflexion general sobre
el Embrion y las biotecnologias embrionarias. Hemos intentado exponer
algunos aspectos sobre el Embridn en el contexto del inicio del tercer mi-
lenio. Momento en que fildsofos, periodistas, politicos, tedlogos, juristas,
médicos, bidlogos, psicoanalistas, etc., han hecho del Embrién el tema de
multiples dehates en la sociedad. Puede ser interesante una contribucién
escrita con las aportaciones de los investigadores (Martal, 2002).

Los cientificos huyen de respuestas breves. Sus convicciones éticas estan
presentes y, bajo discusiones diplomaticas, quieren entrar en la comple-
jidad de las cosas, pero algunos avances espectaculares pueden resultar
peligrosos o inquietantes. Piensan que no es verdaderamente el conoci-
miento lo que es peligroso sino sus aplicaciones. Temen, primero, el os-
curantismo, la mala fe, las ambiciones, la tecnocracia, el poder excesivo
del dinero y de la Administracion. Consideran legitimos los debates de la
sociedad, las barreras juridicas, pero temen también a los espiritus psico-
dirigidos capaces de paralizar los futuros avances de la ciencia. Son éstos
sus problemas y contradicciones, sus dudas y sus convicciones,

¢Qué es el Embridn? Los embridlogos hablan de un huevo segmentado en
2, 4, 8, 16,... células, de morula o conjunto de blastdémeros. Estas células
son totipotentes o multipctentes, segin su grado de diferenciacién y su
capacidad de generar un organismo completo. Los blastdmeros segregan
el blastocele y originan ef bilastocisto. Los blastémeros periféricos originan
el trofoectodermo primitivo, y los demas, constituyen la masa celular in-
terna (M.C.1L} o botdn embrionario.

La M.C.I. origina el verdadero embrién con los drganos mas o menos for-
mados. Cuando la organogénesis del embridn se acaba, se habla entonces
de feto {segun los anatdmicos), que crece y se desarrolla a lo largo de la
gestacion con una maduracion progresiva de las funciones fisioldgicas. El
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trofoectodermo primitivo origina las envolturas embrionarias, amnios y
alantoides y, sobre todo, la placenta.

La primera Fecundacién in vitro {F.LV.) |a realizé Thibault (1959) en el
conejo. Edwards, 20 afios mas tarde (1978), obtuvo los primeros bebés
probeta.

Después de! éxito de la F.LV., juristas, tedlogos, filésofos e incluso politicos
se pusieron a definir lo que es un embridn, lo que llevo a una cierta con-
fusién terminoldgica. Se ha llegado incluso a hablar de “grumo de células”
para justificar la clonacidn no reproductiva, a partir de células totipoten-
tes de la masa celular interna. Algunos consideran todo embridn humano
con dignidad de persona, incluso no potencial, que es sagrada desde el
momento de la concepcién. En el polo opuesto estan quienes opinan que
el embrién humano no es una persona incluso si tiene el aspecto de un
nifio, sino gue es un grumo de células mas o menos constituido. Las defi-
niciones de los juristas varian segun las leyes, que cambian con las épocas,
los paises y los dictamenes médicos del momento.

Existe ademas el embridn abandonado, congelado en un recipiente de ni-
trégeno liguido, dependiendo si los padres lo toman, o no, para una nueva
tentativa de gestacidn. Los padres satisfechos se desprenden de este nifio
en potencia, mientras otros o reivindican. Estos embriones congelados,
después de mas de cinco afios, son una fuente de gasto, delito o crimen,
segun el punto de vista con gue se miren, y algunos los guieren para la
ciencia médica.

Los biélogos de la reproduccion fueron los primeros en solicitar un Comité
Etico, como censecuencia de los trabajos de Palmiter y Brinster (1982)
sobre transgénesis en ratones gigantes, publicado en Nature, y de las pe-
ticiones de utilizacion para los embriones humanos de las biotecnologias
reproductivas empleadas habitualmente en la congelacién de embriones
bovinos.

Del ovocito al zigoto

£l desarrollo embrionario, hasta el nacimiento, depende de una cadena
de acontecimientos moleculares estrictamente programados, que son
desencadenados en la fecundacion. Pero la regulacidén comienza en la
fase de crecimiento del ovocito, durante la maduracién citopldsmica, que
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significa la sintesis, el almacenaje y |a estabilizacién de un gran ndmero de
transcripciones y de protelnas.

En efecto, al final del periodo de crecimiento, los ovocitos sufren en todas
las especies una disminucion de actividad de transcripcién. Los ovocitos,
situados en grandes foliculos cavitarios, se subdividen en dos clases segun
la organizacién de su cromatina: aquéllos cuya cromatina no estd conden-
sada en la periferia del N.L.B. {Nucleolus Like Body) que tienen actividad
transcripcional, mientras que los que tienen un anillo de cromatina peri-
nuclealar muy condensado, son inactivos a la transcripcidn.

En todas las especies, |a transcripcidn zigdtica no se activa inmediatamen-
te después de la formacién de los prondcleos del zigoto, sino en un mo-
mento que depende de cada especie: al final del estadio de 1 célula en
la ratona y coneja o de 2 células en la oveja. El repertoric de estrategias
utilizadas en el curso de la transcripcidn entre ovocito v zigoto, se extien-
de mas alld del control de la estabilidad y localizacién de las proteinas,
pasando por la regulacion diferenciada de fa estabilidad de los ARN men-
sajeros.

Biclogia del desarrollo precoz

Abarca esencialmente al embrion en los estadios de: huevo fecundado,
morula, blastocisto y células totipotentes de la masa celular interna. Es
precisamente en estas fases en las que tienen lugar las principales mani-
pulaciones nucleares y celulares.

Mecanismos de activacion del ovocito fecundado

Se sabe desde hace tiempo que el genoma embrionario no se activa ins-
tantdneamente después de la fusidn de los prontclecs macho y hembra.
Se activa en las fases de 1 célula en la ratona y en la coneja y en la de 2-4
células en otras especies. Pero la transcripcidn de los ARNm maternales
y la traduccién de los ARNm ya presentes en el ovocito, son estimuladas
muy precozmente por la fecundacion. La diseccidon de estos mecanismos
de interacciones nicleo-citoplasma necesita marcadores perfectamen-
te caracterizados para comprender la “coreografia” de la maquinaria de
transcripcion materna. Estas regulaciones condicionan la aptitud de los
ovacitos para el desarrollo embrionario. En las clonaciones embrionaria
y somatica, los mecanismos de diferenciacion de un nucleo estén amplia-
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mente establecidos, lo mismo en la totipotencia y en la diferenciacién
para la terapia celular.

La clonacién embrionaria comienza a ser muy conocida, por lo que nos
parece mas interesante centrarnos en las consecuencias fisiopatoldgicas
de la clonacion somatica, que permiten ilustrar las numerosas dificultades
técnicas potenciales de la clonacién somatica humana, lo cual refuerza
su desaprobacion ética. La clonacion permite comprender mejor ciertas
patologias y demuestra también cémo no controlamos |a reprogramacion
del nicleo de las células somaticas animales. Las interacciones entre fa
clonacién, la transgénesis y ta terapia celular, permiten comprender mejor
la complementariedad de las diversas estrategias.

La biologia evolutiva del desarrolio del embridn supone una aproxima-
cidn transdisciplinar entre la genetica, la embriclogia, la sistematica v Ia
biologia evolutiva. Sobre la base de |a filogenia molecular, los arboles fi-
logenéticos deben ser sensiblemente revisados. La extraordinaria conser-
vacién de los genes del desarrollo, como son los genes HOX, se extiende
a los Bilateria: moluscos, vermes, artrépodos, vertebrados (tales como el
hombre), todos poseen conjuntos de genes HOX extremadamente simi-
lares entre si en el nimero y en la disposicidon. Resulta impensable gue
los genes que originan el cuerpo de un ser humano sean los mismos gue
los que producen el cuerpo de una mosca; impensable, que procesos tan
diferentes como los que intervienen en el desarrollo de estos dos organis-
mos, estén controlados por una misma estructura genética. (Jacob 1997)

Dos grandes categorias de genes del desarrollo han sido identificados por
cribado genético en diversas especies. La primera categoria corresponde a
reguladores de transcripcidn (proteinas, receptores nucleares, esteroides,
etc.); la segunda, a las sefales intercelulares tales como los factores de

" crecimiento (como los de la famitia de los TGF-B), los factores de trans-
duccién o los receptores de membrana. La forma no esta codificada, pero
existen redes muy antiguas en el plano evolutivo. Nos encontramos ante
un conjunto de interacciones génicas y de sistemas de informacién que
conducen a la puesta en marcha de programas celulares especificos, en
el lugar y momento adecuados. En el plano molecular, parece mucho mas
facil, actuar sobre la regulacién de la expresion de un gen, modificando
discretamente su promotor, que cambiar su parte codificada. La pregunta
sigue siendo: écdmo se puede generar tanta diversidad con los mismos
elementos?
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El desarrollo espacio temporal del embrién ovino estudiado mediante
microscopia electrénica, del 12 al dia 23 de gestacion durante el periodo
preimplantatorio. El botén embrionario es claramente visible, asl como la
linea primitiva, el canal neural, los arcos viscerales separados por surcos
similares, en embriologia comparada, a fas hendiduras branquiales de los
peces,

Los mecanismos de la embriogénesis, tales como la formacion de la piel
o de los musculos esqueléticos de los vertebrados se han estudiado por
ef método de guimeras de ratén-poilo. El injerto en un huevo de polio
suministra un medio adecuado para el desarrollo de las células de ratan.
Los sistemas de sefializacion aparecen claramente comunes en las dos es-
pecies.

El didiogo madre-embrién corresponde a las interacciones inmuncendo-
crinas entre el embrion y la madre. Muchos mensajes intervienen en fases
criticas y precisas, como la muerte embrionaria o fetal. La endocrinologia
comparada de diversas estrategias en los mecanismos de reconocimiento
maternal de la gestacidn, tanto en la especie humana como en numerosas
especies animales, pone de manifiesto una asombrosa complejidad de los
mecanismos de adaptacién a la gestacién. Numerosas hormaonas estan
implicadas: primero, la progesterona, que es indispensable en la gesta-
cion, después el balance entre [las prostaglandinas luteolitica (F, ) y luteo-
tréfica (E,), las hormonas hipofisarias LH y PRL; las hormonas placentarias
CG y PL, las hormonas ovdéricas estradiol y oxitocina (luteal o endometrial,
segln las especies); los factores embrionarios, como los estrégenos, y las
prostaglandinas y los interferones {IFN}, principalmente el IFNT, como se-
fiai de reconocimiento de gestacion.

La paradoja inmunaldgica del no rechazo del concepto, debido a su natu-
raleza de injerto semi-alégrafo, se aborda a través de las diferentes teorias
inmunolodgicas, sucesivas pero no exclusivas: la barrera neutra, el equili-
brio Th1/Th2, las NK, los linfocitos T CD4 y CDS§, las citoquinas de origen
endometrial y trofobldstico. El control de la tolerancia materno-fetal se
basa en numerosos mecanismos celulares y moleculares, que parecen
conjuntados para reforzar la inmunosupresién en la interfase trofoblasto-
endometrio.

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase | y li, las sustan-
cias placentarias inhibidoras de complemento DAF, MCP, I'HLA-G, el CCRY,
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los receptores KIR y KAR, el PIBF y el TJ6, las citoquinas IL-1, IL-2, L-3, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-11, 1L-12, IL-13, IL-15, IL-16, IL-18, e] LiF, el TGF- B2, el
GM-CSF, el CSFI, el IFN-t, el IFN-y, el TNF-a, estan implicados asi comoe las
hormonas PGE2 y la P4. En suma, una especie de retahila de moléculas
que conducen al éxito o al fracaso de la supervivencia del embrién o del
feto. La naturaleza, la localizacion y el equilibrio de estos factores varian
seglin las especies. Forman verdaderas redes de regulacién. Lo que pare-
ce mds asombroso es gue funcionan a pesar de tal complejidad.

La fisiologia de la circulacidn maternal y fetal asombra por la amplitud
de su adaptacion a la gestacidn. La fisiologia circulatoria uterina, ovarica,
umbilical, ttero-placentaria normal y patolégica, la hemodinamica y los
intercambios gaseosos entre la madre, la placenta y el feto. Las explora-
ciones cardiocirculatorias fetales por ecografia bidimensional o tridimen-
sional, combinadas con efecto Doppler y andlisis espectrales, permiten
la definicidn de toda una serie de indices sobre la velocidad sanguinea
caracteristica de los diferentes compartimentos vasculares y de las situa-
ciones fisiopatoldgicas.

La epigenética, o influencia del medio en el control de la herencia, ha te-
nido en el curso de |a evolucion biologica un papel clave en el desarrollo
de los individuos y en su adaptacidn al medio.

La cuestién clave es como puede cambiar de actividad un gen y cémo
puede ser transmitido el cambio a través de mitosis y meiosis a la des-
cendencia, o lo que es lo mismo como pueden las variacicnes del medio
influir en la herencia.

La herencia epigenética puede definirse como la heredabkilidad indepen-
diente de la secuencia del ADN. Pero écuales son los mecanismos mole-
culares susceptibles de participar? Se han descrito: la metilacion de las
citosinas del ADN vy la acetilacién de las histonas. La impronta epigenética
paterna o materna puede afectar por metilacién de algunos alelos, ori-
ginando el blogueo de su funcién, siendo numerosos los genes que son
susceptibles de sufrir esta influencia parental. Todos los sistemas de regu-
lacidn de la célula pueden verse afectados: hormonas (insulina), factores
de crecimiento (IGFII}, receptores (R-IGFIl}, factores de transduccién {pro-
teina G), canales idnicos {K'), factores de transcripcion (NFkB).

Por ejemplo pequefas variaciones de amplitud y de frecuencia de esti-
mulos célcicos en el curse de la primera hora que sigue a la activacién del
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ovocito de coneja después de la fecundacion, pueden influir de forma po-
sitiva o dramatica en el desarrollo embrionario. Las consecuencias pueden
ser mas tardias: duplicacién del indice de implantacion vy de gestacién. Los
mecanismos moleculares de la herencia epigenética nos aportan nuevas
vias de comprensién de los mecanismos de adaptacion al medio.

Fl desarrollo embrionario de los organismos superiores conduce al esta-
blecimiento de un gran nimero de tipos celulares diferentes a partir del
zigoto: célula Unica y totipotente. En el curso del desarrollo, todas las célu-
las equipadas con el mismo patrimonio genético van a ser orientadas para
seguir una diferenciacién especifica.

El problema fundamental de la genética del desarrollo es comprender
como la muititud de células diferentes, tanto fisica como fisioldgica y mor-
foldgicamente, que constituyen el organismo, pueden desarrollarse a par-
fir de una misma célula, teniendo todas ellas el mismo genoma. Segin la
visidn actual de la genética, la diferenciacion celular es el resultado de la
expresion diferencial de los genes, aunque el ADN sea considerado como
el portador fisico de |la herencia y su secuencia sea la misma en todas las
células.

Parece gue es necesaria ia intervencion de factores extragendmicos para
explicar |la expresién diferencial de los genes. Esto significa la existencia de
otra herencia, ademas de la del ADN, aungue éste sea considerado el prin-
cipal portador de la herencia. Por eso la herencia epigenética se podria
definir como la herencia independiente de la secuencia del ADN.

La herencia epigenética en Jos mamiferos. Los genes se activan o inacti-
van en respuesta a cambios, ya sea en el interior de la célula, como son
las modificaciones metabdlicas, ya sea en el medio exterior, como son ios
cambios de temperatura, composicién del medio, etc. En un organismo
pluricelular, el medio de cada célula esta formado también por otras cé-
lulas. No es sorprendente que los efectos de las interacciones celulares
durante la embriogénesis pasen a menudo por mecanismos moleculares
epigeneéticos, de forma que estos mecanismos, ademas de asegurar la
transmisién del estado de actividad de los genes durante la divisién ce-
lular, representen el papel de “relé” entre el medio y el genoma. Este do-
ble papel bioldgico permite adaptar mejor la expresion del genoma a las
necesidades actuales determinadas por el medio, pero también permite
extender este efecto mas alld del ciclo de la vida de la célula e, incluso, de
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todo organismo pluricelular, haciendo posible la transmisién de la adapta-
cidn a la siguiente generacién. La herencia epigenética podria contribuir,
al menos a corto plazo, a una mejor adaptacion al medio. Podria también
contribuir a una canalizacion de los procesos de desarrollo del individuo,
o de la evolucién durante generaciones con condiciones cambiantes del
medio (Waddington, 1956).

Como he indicado al comenzar este capitulo de reflexién general scbre
el embrién vy las biotecnologias embrionarias, no gueremos finalizarlo sin
realizar un comentario sobre las implicaciones éticas de ia Clonacion en
la especie humana. En las distintas religiones existen diversas posiciones,
subordinadas a valores superiores. En el Judaismo y Cristianismo hay un
doble principio basico que lo podemos encontrar en el libro del Génesis.
Por un lado se afirma que: “vio Dios que era bueno” todo lo creado (Gé-
nesis 1: 1-31). Junto a esto se establece que, el arrogarse el ser humano
la categoria juez supremoe scbre el hien y el mal, es lo que constituye el
pecado en sus origenes (Véase Gen 2: 17).

Para el Islam {sometimiento a la realidad Unica), de acuerdo con el Coran,
cada musulman debe formarse una opinidn, siendo su consideracién mas
una cuestion ética que religiosa. Para ciertos musulmanes, transcurren 40
dias antes que el espiritu {rhu) sea insuflado en el embridn, mientras que
para otros son 120 dias, por 1o que la clonacidn y ia transferencia nuclear
no constituye un conflicto per se (Boukhari, 1999).

Para el Budismao, la reflexion bioética es muy amplia. Predominan los con-
sejos pero no existe una directriz para sus fieles, pronunciandose mas por
la reserva y la prudencia. Los textos hindles, como los budistas, invitan
mas a la reflexion. Ademas, en el budismo, la vida comienza en el momen-
to del nacimiento.

Para el Judaismo actual, las cuestiones bioéticas se resuelven recurriendo
a los textos de la Torah y a su interpretacion por las autoridades. El punto
de vista del Judaismo se basa en la Misnah, que enfatiza lo que estd pro-
hibido. Segin Boukhari (1999) la creencia judia segun el Talmud afirma:
“después del cuadragésimo dia es considerado que los embriones tienen
alma y una conciencia”; antes, para Schenker (2005) son considerados “no
mas que agua”. En 1988, Israel prohibié la clonacién humana y en 2004, el
Parlamento israeli, extendio la ley no sélo a la clonacién de un individuo
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entero sino también a los cambios que afecten a las células reproductivas
{Schenker, 2005).

E! Catolicismo, (Pontificia Academia Pro Vita, 2000) al cuestionarse si es
moralmente licito producir y/o utilizar embriones humanos vivos, se ma-
nifiesta en contra de la producciéon y uso de las células embrionarias hu-
manas con fines terapéuticos, por las siguientes razones: Dado que el pro-
ceso de desarrollo embrionario, es un continug, la Doctrina catdlica opta
por otorgar dignidad de persona a la realidad humana desde su momento
inicial (Bastero, J.J. 2010).

Volviendo a lo que nos dice Ia ciencia, hasta ahora no hay suficiente evi-
dencia que garantice que la clonacion terapéutica es la solucién para tra-
tar determinadas enfermedades, ni tampoco que el empleo de células
madre no tenga efectos secundarios negativas. Ademas, la investigacién y
desarrolio en transferencia nuclear, con aplicacion a la medicina humana,
no debe ser en ningln caso un negocio privado.

Segin Palma (2008), importantes problemas se han detectado en clones
bovinos, ovinos y murinos, siendo los principales: las anomalias placen-
tarias, el crecimiento fetal excesivo, los nacimientos de fetos muertos, la
hipoxia, el fallo respiratorio, problemas circulatorios, menor vigor post na-
cimienta, incremento de la temperatura corporal al nacimiento, malfor-
maciones en el aparato urogenital (hidronefrosis, hipoplasia testicular),
malformaciones en higado y cerebro, disfuncidn inmunitaria, hipoplasia
linfoide, anemia, atrofia de timo e infecciones bacterianas y viricas
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VI.- Embrién y bioética. El apartado Gltimo, lo vamos a dedicar a la
Etica de la vida.

Es un tema consabido la manipulacién de los datos cientificos utilizando
eufemismos. Por ejemplo, en la ley espafiola de Reproduccidn Asistida
Humana de 2006 (14/2006, de 26 de mayo) aparece 68 veces la palabra
“preembrién”, que carece de significade cientifico, cuando en esa misma
ley, en su primer articulo, se define que el preembrién es un embridn.

La bioética nace como consecuencia de una serie de acontecimientos
{revolucién médico-veterinaria; transformaciones tecnoidgicas; politicas
sanitarias; principios de justicia, etc.}, como reflexion sobre diferentes pa-
radigmas: éticos, teclogicos o deontoldgicos {principios universales, de-
rechos humanos, ley natural, filosofia de Kant) y como consecuencia de
principios, juicios morales, actitudes y conductas.

La etica civil o civica es una ética de minimos. Se basa en el minimo de
valores y normas que la sociedad moderna y democratica comparte, sean
cuales sean sus creencias: religiosas, filoséficas, politicas o culturales. Tie-
ne muchos puntos de vista sobre un mismo tema, no es laicista, va que
ésta rechaza las éticas religiosas, mientras que la civica se puede servir de
las éticas religiosas para sus valores minimos.

Los principios basicos de la bioética son: no maleficencia (no hacer dafio),
beneficencia (hacer el bien), autonomfa personal (respeto a las personas
y a su intimidad) y justicia (que no sélo se aprovechen los de mayor capa-
cidad econdmica).

A pesar de la claridad de estos cuatro principios, el tema del valor de la
vida humana en sus inicios despierta posturas bien diversas, en cuanto al
respeto que merece en los distintos estadios de su desarrollo. Por decir-
lo méds claro: el punto de litigio estriba en el momento del proceso em-
brionaric en gue se decide otorgar, a la realidad humana embrionaria,
la dignidad de persona, a sabiendas de que la nocidn de “persona” no es
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un concepto cientifico sino filosdfico, ético, religioso y juridico. Por consi-
guiente la decision de otorgar dignidad de persona a un estadio u otro del
embrién no es fruto de una evidencia cientifica sinc de una opcidn ética.

Hay quienes sostienen que el embrién humano no se puede considerar
como una persona desde la fecundacién, sino que llega a serlo en estadios
posteriores del desarrollo embrionario y fetal: hacen depender la consi-
deracion ética del embridn de criterios bioldgicos. Sostienen que, en la
etapa embrionaria, dentro de su continuidad y su télos interno, se pueden
distinguir tres estadios importantes: primero, desde la fecundacidn a la
implantacion {dos primeras semanas); segundo, formacion de la estruc-
tura inicial del sistema nervioso (hacia el dia 189); tercero, la finalizacién
de la formacion de los drganos {entre la 82 y la 102 semana) y basados
en estos diversos estadios que se consideran cualitativamente diferentes,
permiten otorgar al embridén humano una cualificacién morai diferente a
cada uno de ellos. '

Entre quienes se basan en criterios relacionales o sociales para determi-
nar la consideracion ética del embridn humano, existen dos visiones dife-
rentes. Para unos, el valor del embrién humano no estd en el hecho de su
hipotética dignidad intrinseca u ontoldgica, sino que es la intencionalidad
de los padres, su deseo de tener un hijo, lo que da al embrién-feto su valor
moral y su estatuto de persona en sentido social.

Para otros, la autoconciencia, la racionalidad y el sentido moral son tres
condiciones basicas para ser considerado persona, cosa que, seguin ellos,
no se puede decir ni del embrion (ya que se considera que no tiene con-
ciencia) ni del feto (ya que se considera que tiene conciencia, pero no
autoconciencia). Dentro de esta misma linea de pensamiento, hay quien
afiade que, para ser persona, ademas de las cualidades anteriores, tam-
bién hay que tener sentido del pasado y del futuro, capacidad de relacio-
narse, comunicarse y respetar a los otros.

Desde el punto de vista juridico, la proteccién del embrién humano se ha
de analizar desde la proteccion de la vida humana y el reconocimiento
que la ley le otorga. En este sentido, y en el contexto del territorio espa-
fiol, nos hemos de remitir forzosamente, en primer lugar, a la Constitucion
Espafiola, que en su art. 15 afirma que “todos tienen derecho a la vida...”,
Esta expresion ha sido interpretada en un sentido amplio, entendiendo
que protege no sélo la vida del ya nacido sino también la vida del que

80



ha de nacer. No obstante, cuando al Tribunal Constitucional (TC) se fe ha
pedido opinidn sobre esta cuestién {Sentencia 53/1985 en relacion con
el borrador de la Ley despenalizadora del aborto y Sentencia 116/1999
sobre la Ley de Reproduccion Humana Asistida), se ha pronunciado en los
siguientes términos:

“La vida no es una realidad hasta ef inicio de la gestacién (implantacién
del embridn en el Gtero de la madre...}”,

“El nasciturus no es titular del dereche fundamental o la vida, aungue
constituye un bien que ha de ser protegido...”

“Los embriones in vitro ne pueden tener una proteccion equiparable a los
embriones intra Utero... la ley debe garantizar que ni los gametos ni los
embriones puedan ser considerados jurldicamente como bienes comercia-
lizables.”

Esta afirmacidn permite concluir que, para el TC, el embrion antes de su
implantacion tiene una consideracidn diferente a la del embrion implanta-
do, que permite legitimar juridicamente determinadas actuaciohes sobre
el mismo (reguladas por ley).

De esta interpretacién jurisprudencial, se desprende ia consideracién de
que el emhbridon humano, desde el inicio de formacion del zigoto hasta
su implantacién en el dtero materno, pasa diferentes fases, gue pueden
darse de forma natural o bien en el laboratorio, en las que la ley otorga
diferentes grados de proteccion.

Actualmente, el marco juridico viene definido por cuatro normas basicas:
Codigo Penal {1996), Ley de Reproduccion Humana Asistida (2006), y Ley
de Investigacion Biomédica {2007) y Ley Organica de salud sexual y repro-
ductiva y de la interrupcion voluntaria del embarazo (2010},

Consideran que hay suficientes argumentos desde el punto de vista biold-
gico, ético y juridico para afirmar que, al embrién humano, hay que otor-
garle un valor diferenciado, distinguiendo entre la fase previa a la implan-
tacién vy la fase posterior a la implantacion, que lo hacen ponderable —en
uno y otro momento— con otros valores que puedan concurrir con él. Ello
no significa que no se le haya de otorgar proteccion.

Finalmente, los que afirman que el embridén humano ha de ser conside-
rado como una persona desde el momento de la fecundacion, apoyan su
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opinién también en criterios biolégicos. Subrayan que, desde la fecunda-
cién y hasta el nacimiento, el desarrollo embrionario y luego fetal es un
continuum en el gue no es posible sefialar claramente lineas de demar-
cacion.

Este criterio de |la continuidad y de la finalidad interna (télos) de la rea-
lidad embrionaria es el que les permite asegurar que, desde la fecunda-
¢cién, estamos ante una persona humana, o bien, aplicando el beneficio
de la duda, ante la probabilidad de que ese nuevo ser sea una persona.
En ambos casos, se concluye gue hay que respetar y tratar este nuevo ser
como persona humana. En el primer caso, porgque se afirma que lo es; en
el segundo caso, porque, si no lo es, se le ha de otorgar el beneficio de la
duda. Esta posicion, basandose en el caracter sagrado de ta vida humana
desde la fecundacidn, insiste en gue el embridn es humano porque posee
el genoma humano completo. £n cada momento de su desarrollo hay una
estructura humana, y es esta unidad de todo el proceso la que le confiere
su individualidad y su dignidad ontoldgica. Todas estas condiciones hacen
que el embrién humano tenga que ser respetado y tratado como persona
desde el momento de la fecundacidn y pertenezca de pleno derecho ala
comunidad moral humana.

Esta postura, que es la de la Iglesia Catdlica, ha sido presentada en diver-
sos documentos, siende los mas recientes: la enciclica Evangefium Vitae
(1995) y la instruccion Dignitas Personce {2008).

Sea cual sea la postura ética, lo que estd claro es que el embrién (en cual-
guier especie) es un ser vivo y, en la especie humana, bioldgicamente hu-
mano y tiene la capacidad de dar origen a una persona. El embrién es un
ser vivo con vida propia, una realidad bioldgica irrepetible con un genoti-
po distinto al de la madre.

A lo largo de este documento, hemos abordado diferentes aspectos sobre
evolucidn, genes organizadores del desarrollo, clonacidn, transgénesis,
células totipotentes, ética, embrion, diagndstico preimplantatorio, facto-
res epigenéticos, etc., que nos llevan a plantearnos una serie de interro-
gantes como:

e iPor qué la naturaleza ha elegido en muchos cases la via de la
complejidad en el origen de organismos cada vez mas sofisticados,
al menos en su organizacion, en contradiccién con la segunda ley
de la termodinamica?
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¢Podremos en una prdxima bocanada evolutiva laboratorial, du-
plicando ciertos genes HOX, por ejemplo, inducir cerebros super-
numerarios, etc.?

¢Quién descubrira {un bidlogo o un matematico) como la natu-
raleza llega a realizar estructuras tridimensionales perfectamente
idénticas por su tamafio y su forma, partiendo de una informacion
lineal similar (el ADN de los gemelos) y a pesar de la presencia de
sistemas intermedios altamente no lineales {los millones de c¢élu-
fas en interaccion)?

¢Como un huevo fecundado, en el que se elimina el nicleo para
reemplazarlo por otro (clonacidon), o cdmo un embridn al que se le
retira una célula en un estado en el gue sélo tiene ocho (diagnodsti-
co preimplantatorio) o al que se le afiaden células totipotentes su-
pernumerarias {transgénesis} y sobre el que se ejercen agresiones
térmicas (congelacién), mecanicas, hormonales,... llega, a pesar
de tado, a finalizar un desarrollo normal? (¢pero estamos seguros
a largo plazo de esta normalidad?).

{Existe una programacidn epigenética en el (tero o, en otras pala-
bras, el medic maternal interviene en nuestro destino biolagico?

¢El diagndstico preimplantatorio es una puerta abierta a un nuevo
eugenismao?
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Vll.- Conclusion

Como acabamos de exponer en los diferentes apartados del documento,
el embridn es un ser vivo, desde el momento de la fecundacién, en todas
las especies incluida la humana, obtenido in vivo como consecuencia de
la reproduccién normal o in vitro por biotecnologia. Las relaciones gue se
establecen entre el embridn y la madre, demuestran la existencia de un
didlogo entre ambos y el reconocimiento maternal del nuevo ser.

A través de los diferentes trabajos cientificos realizados, podemos de-
mostrar puntualmente las caracteristicas bioldgicas del embrion desde el
momento de la fecundacion. Sin embargo, el concepto de persona no es
un concepto cientifico. Esto significa que desde la estricta ciencia experi-
mental no cahe decidir si una realidad bioldgica es o no persona. Como ya
hemaos dicho, el concepto de persana pertenece a la filosofia, la teologia
y la ética,

Por consiguiente, ya sea desde una postura ética o desde una actitud reli-
giosa, si gue es posible optar o tomar la decision de conceder u otorgar la
dignidad de persona a la realidad biolégica embrionaria humana. Obvia-
mente, la etapa ¢ el estadic del desarrollo embrionario al que se decide
otorgar tal dignidad, variard segin las diversas posturas éticas o religiosas.
La postura de la Iglesia Catdlica es respetar la dignidad de persona desde
el estadio de zigoto hasta el final natural de la vida humana, por la sencilla
razén de gue el proceso de desarrollo embrionario y crecimiento fetal,
hasta el nacimiento, es un continuo.

Junto con esto, también debe quedar claro lo siguiente: |a valoracién mo-
ral de determinadas conductas se hace desde los principios éticos, o para-
digma moral, de una determinada postura religiosa o ética. Sin embargo,
este legitimo juicio ético scbre la conducta no debe confundirse con la
valoracién moral de la decisién que toma en conciencia quien actda de
uno u otro modo ante situaciones conflictivas. En este punto, también la
Iglesia Catdlica ha mantenido desde siempre que el juicio sobre la con-
ciencia sélo pertenece a Dios.

He dicho
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DISCURSO DE CONTESTACION AL INGRESO EN LA REAL ACADEMIA DE
DOCTORES DE ESPANA, DEL PROFESOR DR. EMILIO ESPINOSA VELAZ-
QUEZ POR EL ACADEMICO NUMERARIO PROFESOR DR. FELIX PEREZ Y
PEREZ

Excelentisimo Sr. Presidente,
Excelentisimos Sefioras y Sefiores Académicos
Sefioras y Sefiores:

Quiero en primer lugar expresar mi agradecimiento al Excelentisimo Sr.
Presidente de la Real Academia de Doctores de Espaiia y a su Junta Di-
rectiva por haber aceptado en su dia fa propuesta que formulé a favor
del profesor Emilio Espinosa Veldzquez para el ingreso en esta Prestigiosa
Institucidn, asi como por el resultado positivo en la eleccion a favor del
mismo por [os académicos correspondientes. Mi agradecimiento también
por haberme concedido el discurso (Laudatio) de presentacidon en nuestra
Academia,

Conoci al profesor Emilio Espinosa en el afio 1965, al incorporarme a la
Universidad de Zaragoza como Catedratico de Cirugia y Reproduccién en
la facultad de Veterinaria.

La facuitad de Veterinaria pasaba por un momento ctitico —a punto de ser
trasladada— a la Universidad de Barcelona, a consecuencia del limitadisi-
mo numero de alumnos, etc. Esta circunstancia puso a prueba —como me
indicaba el sefior Rector— mi condicién de Catedrético en Zaragoza o en
Barcelona. El expediente de traslado se resolvid favorablemente al poco
tiempo de mi llegada.

La referida circunstancia resultaba favorable para los alumnos (3-6) por
curso, quienes tenian la oportunidad de un contacto mas directo con los
profescres y obtener en consecuencia el maximo rendimiento académico.
Este es el caso de Emilio Espinosa, de quien guardo un excelente recuerdo
como alumno ejemplar.
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Emilio Espinosa nacié en Zaragoza el 21 de julio de 1943, hijo de una fa-
milia ejemplar, que tuvo siempre presente los preceptos de Alfonso X “El
Sabio”: “Los padres tienen la cobligacién de facilitar a sus hijos {a nutritio
material y al mismo tiempo la nutritio espiritual”, es decir: ocuparse de
los bienes materiales que aquéllos necesiten y al mismo tiempo propor-
cionarles la formacidn educativa para alcanzar un puesto digno y adecua-
damente retribuido, al incorporarse a la sociedad. Los padres de Emilio
cumplieron a la perfeccidon con estos preceptos y ademas le educaron en
principios: éticas, morales y confesionales, ta formacion ética se refiere
a una orientacidn hacia el bien particular y colective, la formacién moral
se refiere a actuar en la vida siempre dentro del mandamiento legal y la
formacién confesional es orientar a los jovenes hacia lo transcendente.

Emilio desde esta formacién en principios, desde muy joven se hizo las
siguientes preguntas: (De dénde vengo?, iDdnde estoy?, y éHacia donde
voy?. El hombre como ser inteligente, necesita una formacion orientada a
lo confesional. Como sefiala Julidn Marias, el ser humano es: existencia vi-
tal: que nace, crece, se reproduce y muere, y al mismo tiempo es también
esencia transcendente, de tal manera que la vida material y perecedera
ha de terminar en la vida espirituat transcendente y eterna.

Desde estos principios el transite de Emilio Espinosa por la Universidad
fue un éxito. Cursa los estudios de licenciatura que finaliza en 1966 con
Premio Extracrdinario, y de Plata de la Catedra General “Palafox” (1967).
Termina el doctorado en 1968, y obtiene, el Premio de Doctorado en 1969,
y el Premio Nacional “Coris Gruart” de Investigacion en 1975. Ha cursado
las especialidades de:

= |nseminacion Artificial (1967).

s Zootecnia, por la OCDE, (1968).

= Fisiologia de la reproduccién por el INRA (Francia, 1969).

= Diplomado en Sanidad, (1973).

=  Fisiopatologia de la reproduccion e inseminacién artificial {1974).

= Cirugia animal aplicada y experimental, (1978).

Ha realizado diversos viajes y estancias al extranjero en misidn cientifica y
pronunciando mas de cincuenta conferencias.

Por lo que se refiere a la actividad docente, el profesor Emilio Espinosa,
que hoy presentamos, ha sido profesor en tedas las categorias docentes:
Ayudante, Adjunto, Agregado y Catedratico. La actividad docente del pro-
fesor Espinosa ha sido ejemplar: por su dedicacién, profundidad cienti-
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fica y desarrollo pedagdgico que le han llevado a desarroilar diferentes
cargos:

= Director del departamento de Patologla Animal en la facultad de
Veterinaria de ia Universidad de Zaragoza.

®  Vicerrector de Investigacion de la referida Universidad (1987-89).

= Vicerrector de Investigacidn y relaciones internacionales (1989-90).

= Vicerrector en funciones de Reforma y nuevas ensefianzas (1992).

Por lo que respecta a sus publicaciones, merece destacar los 270 trabajos
docentes y de investigacion publicados entre 1966 y 2010, participacidn
en 54 Congresos, dirigido mas de 30 proyectos de investigacién en repro-
duccién animal (DGA, EUREKA, ...}, y proyectos concertados con empresas
(CDTI, PROFIT, NEQTEC, CENIT,...).

Tiene publicadas patentes de investigacién muy importantes, relaciona-
das con la biotecnologia de la reproduccién en acuicultura. Ha obtenido
merecidamente los siguientes premios:

Premio de Licenciatura
Premio General “Palafox”

¢ Premio Gobernador Civil de doctorado otorgado por la Universi-
dad de Zaragoza

e Premio Nacional “Enrique Coris Gruart”, al trabajo “Control de la
reproduccién porcina con citrato de clomifeno”.

La labor docente del profesor Espinosa ha ocupado un espacio importan-
te en el Instituto Agrondmico Mediterrdneo de Zaragoza (IAMZ), donde ha
desarrollado las siguientes actividades:
e Profesor encargado del curso superior en produccién y
reproduccidn animal.
¢ Director de cursos sobre frio y tecnologfa de productos
agrarios.
e Director de Estudios del CIHEAM [Centro Internacional de
Altos Estudios Agrondmicos Mediterraneos)
Consejerc experto en reproduccion.
Consejero Cientifico del CIHEAM, para la organizacién de
cursos internacionales en reproduccion,

Ei trabajo que acabamos de escuchar: “El embrién”: “Ser vivo, fruto de
fa reproduccion o de la biotecnologia en los animales domésticos y en
la especie humana”. Es un ejemplo de la calidad y rigor cientffico del pro-
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fesor Espinosa. En este trabajo se trata, en primer lugar de la evolucién
del proceso procreativo y de las dltimas tecnologias que han enriquecido
multitud de cuestiones.

La reproduccion es un proceso biotecnoldgico que arranca nada menos
gue de la Creacidn. Dios cred la reproduccién “Creced y multiplicaos”
mandamiento gue hizo a la especie humana vy al resto de los seres vivos;
a cada uno le dio su pareja, y al hombre poco después, le entregd a la
mujer, hecha de su misma carne {soplo divino) que de una costilla del
hombre cred y les dijo: “Creced y multiplicaros”, “dominar la tierra y toda
la Creacian....”

En este magnifico discurso del profesor Emilio Espinosa, define conceptos
tan importantes como ¢Qué es el embridn? ¢Dénde empieza ia vida?...
Temas de total actualidad en nuestros dias.

Se detiene en el anélisis del proceso gestacional: Reconocimiento mater-
nal de la gestacidn. ¢Cuando comienza la gestacién?. Asi mismo analiza
algunos genes implicados en el reconocimiento maternal de la gestacion.
El W.E.I. del factor SOX9 y en especial el EPF (Early Pregnancy Factor), asi
como de otros factores de gran interés para explicarnos la fisiologia y el
comienzo de la gestacidn. De |a calidad de este trabajo cientifico tenemos
noticia a través de su exposicidn.

En definitiva la personalidad humana, académica, docente y de investi-
gacion, quedan bien probadas, por ello no insistiré mas, sino en expresar
mi satisfaccién por la oportunidad que la Real Academia de Doctores de
Espafia, me dio en su dia y hoy ratificamos para incorporar al profesor
Emilio Espinosa a nuestra gquerida Academia.

Estoy seguro que la aportacién de Emilio Espinosa a la Real Academia de
Doctores va a ser muy positiva y que de ella me sentiré profundamente
orgulloso, sefialando que el nuevo académico, mi discipulo destacado, es
el mejor exponente a través de sus logros que yo puedo ofrecer para eva-
luar mi calidad cientifica y docente.

Deseo reiterar mi felicitacidn al profesor Emilio Espinosa, a su esposa Ju-
lia, a sus hijos y demas familiares y a nuestra querida Real Academia de

Doctores de Espaia.

iMuchas gracias!
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