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1. Resumen

En esta tesina se presenta informacién actualizada sobre la
Fertilizacion in Vitro (FIV) en bovinos, que es una tecnologia que permite una
difusibn mas rapida en el ganado de la superioridad genética de animales
seleccionados 0 sea en menos tiempo y con mayor eficacia que con otros
meétodos de biotecnologias reproductivas. Se hace una descripcién de la
anatomia vy fisiologia del sistema reproductor de los bovinos con el fin de
comprender los procesos de obtencion de gametas vy los procesos de
embriogénesis, para lograr aumentar el rendimiento reproductivo, para lo cual
es necesario conocer la anatomia y respetar la fisiologia reproductiva con el
fin de obtener los mejores resultados posibles en términos de embriones
viables. Se describe el funcionamiento de los equipos y aparatos que se
utilizan y el material descartable. Se explica ademas el proceso de formacion
y desarrollo de un embridn, la incubacion in vitro y la siembra del mismo en
una hembra receptora adecuadamente preparada.

1.2 Abstract

In this dissertation, bovine in Vitro Fertilization(FIV) updated
information is presented, which is a technology that allows a fastest diffusion
in won of selected animals with genetic superiority, that is in less time or more
efficiency than with others reproductive biotechnology methods. A description

of the anatomy and physiology of bovines reproductive systems is done, in
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order to understand the gametes obtaining process and the
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embryogenesis process to get an increase in reproductive
performance. For that reason it is necessary to know the anatomy
and respect the reproductive physiology, aiming to get the best possible
results with viable embryos. A full description of the equipment used and
disposable material is described. Besides it explains the formation process
and embryo development, in vitro incubation and its sowing in a properly

prepared receptive female.

2, Objetivo general
Recopilar la informacion mas relevante y actualizada sobre la fecundacién in
vitro en bovinos, los procesos de extraccion y capacitacion espermatica asi
como lo procesos de recoleccion y maduracion de ovocitos, el cultivo de los
embriones y el proceso de criopreservacion e implantacion del embrion.

Se espera que este trabajo sirva de ayuda a los actuales y futuros
estudiantes de medicina veterinaria, veterinarios y también todo personal
técnico que se dedique a la fecundacion in vitro en bovinos.

Difundir los avances y las limitaciones que tiene la biotecnologia
reproductiva, tales como la propia fecundacion in vitro y todos los procesos
que se le realizan a los gametos por separado para realizar el procedimiento

de la fecundacién in vitro en bovinos con total conocimiento.

3. Introduccion

Como tema de esta actualizacion hemos elegido a la Fertilizacién in
vitro (FIV) porque se ha convertido en la herramienta biotecnoldgica
reproductiva de eleccion en los ultimos afios, por varias razones. La
produccion de embriones in vivo, por ejemplo con protocolos de transferencia
embrionaria tradicional, se ha estancado en el mundo entero en una
produccion de alrededor de 5 embriones aptos por cada protocolo
reproductivo aplicado, y como deben pasar dos meses entre la aplicacién de
un protocolo y otro al mismo animal, en definitiva rinde 10 o 12 crias nacidas
vivas por ano.

Ademas un numero importante de hembras no responden a los

tratamientos de superovulacion y deben estar en perfectas condiciones
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ginecoldgicas y con absoluta integridad de sus circuitos
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reproductivos, lo que no tiene mayor importancia para un protocolo
de FIV. Con este procedimiento se pueden obtener embriones
viables a partir de ovocitos obtenidos de hembras prepuberes, de hembras
recién paridas (respetando el puerperio), de hembras con prefieces menores
a 3 meses, de hembras con problemas de fertilidad, y sin utilizar
gonadotropinas, o sea que no interfiere con los momentos productivos o
reproductivos de la hembra seleccionada, entre otras razones.con todo, la
razon mas contundente es la mucho mayor produccion de embriones viables
gue se pueden obtener con este procedimiento.

Para tener una idea del potencial de las biotecnologias reproductivas
mas usadas en el mundo, se puede estimar que con la inseminacion artificial
se puede obtener un ternero por afo, con un protocolo de transferencias
embrionarias un ternero por mes, y con la FIV se puede obtener un ternero
por semana.

El objetivo de este trabajo es reunir informacion esencial para describir
la técnica de FIV, sus beneficios y las grandes mejoras que aporta a la
produccion bovina. Es una herramienta poderosa que permite mejorar
cualidades tanto carniceras como lecheras de los bovinos y por lo tanto
provee al productor ganadero mejores rendimientos de sus animales Esta
tesina aspira a brindar a estudiantes y veterinarios informacion confiable y

precisa sobre la adecuada utilizacién de esta tecnologia.

4, Metodologia

La tesina se basa en la recopilacion de material bibliografico de
trabajos cientificos publicados en revistas con jurados, libros, manuales,
articulos de divulgacion, trabajos de tesinas, tesis, presentaciones en
jornadas y congresos, consultas con veterinarios especializados y centros de
produccion de genética bovina. Con estos métodos creamos esta
presentacion que presenta lo indispensable de esta tecnologia y se analiza

su aplicacion en condiciones de campo.

5. La fertilizacion in vitro
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El proceso de fertilizacion in vitro consiste basicamente en la
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extraccion de ovocitos de una hembra bovina, la maduracion de
esos ovocitos y la fecundacion con espermatozoides de un toro con
la finalidad de generar embriones que luego de ser incubados durante unos
dias seran implantados en hembras bovinas receptoras. Este proceso
permite obtener varios embriones de una sola vaca, debido a que con el
procedimiento de recoleccidén de ovocitos de una hembra bovina nos permite
obtener una cantidad promedio de 4 a 7 ovocitos, por lo que nosotros
estamos acelerando un proceso que tarda 4 a 7 afos en una vaca con
inseminacion artificial o monta natural debido a que las vacas pueden tener
un solo ternero por afio, sumado a que de cada vaca se puede extraer

ovocitos cada 21 dias cada vez que esté ovulando.

Con los toros se aplica también un proceso de extraccion de semen y
de capacitacién in vitro de los espermatozoides, procedimiento que se realiza
in vivo dentro del aparato reproductor de la hembra. Como se utiliza semen
congelado para la FIV, los espermatozoides no estan capacitados porque no
ingresaron al tracto genital femenino, por lo tanto deben capacitarse La
capacitacidén se hace in vitro para poder inseminar a los ovocitos que estaran
en un ambiente artificial (placa de Petri) dentro de una incubadora que imita
el ambiente uterino de modo que se puedan obtener ovocitos fertilizados que
luego se cultivan hasta el estado de mérula o blastocisto, con una edad de
6/7 dias.

Para sembrar esos embriones la hembra debe estar en diestro, o sea
que esté en el dia 7 del ciclo sexual, estado adecuado para la implantaciéon
del embridn y su consecuente desarrollo. En el dia 3 después de la ovulacién
en una prefez fisiolégica el embrion ya fecundado en la ampolla del oviducto
desciende para implantarse en el cuerno uterino alrededor del dia 10 del ciclo
sexual. El estado de desarrollo del embriéon en el momento de la siembra en

una hembra recipiente es el estado de moérula o blastocisto.

6. Descripcion anatomica y fisiologica del aparato reproductor de

la hembra bovina
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El aparato reproductor de la hembra bovina esta conformado
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por un conjunto de organos relacionados entre si, a los que
podemos dividir en 6rganos internos y externos. Dentro de los
organos internos se incluyen dos ovarios, dos oviductos, utero, cérvix, vagina
y vestibulo y como genitales externos la vulva, el clitoris y las glandulas

mamarias(23,4).

6.1. Ovarios

Los ovarios son los organos principales del aparato reproductor
femenino. Cada hembra posee dos ovarios que se encuentran ubicados a los
costados de los cuernos uterinos.

En la vaquillona los ovarios se encuentran en la cavidad pelviana junto
al utero y miden 1 a 2 cm. En la vaca adulta se encuentran en la cavidad
abdominal y miden 3 a4 cm

Los ovarios tienen dos funciones: la produccién de ovocitos, o sea la
gameta femenina, y la produccidon de hormonas, principalmente estrégenos y
progesterona, durante los distintos estadios del ciclo estral. En la superficie
del ovario se pueden encontrar dos estructuras diferentes: foliculos y cuerpos
luteos. Usualmente se pueden encontrar varios foliculos en cada ovario, que

varian en tamafo desde apenas visibles, hasta 20 mm en diametro(23, 4).

BEGENERACION DEL OVOCITO PRIMARIO DENTRO

CUERPO L I."-'\f Ech, DEL FOLICULD.

CUERFO LUTED

FOLICULOS EN
CRECIMIENTO

FOLICULD
MAIMIRD

OVOCITO SECUNDARIO

-
S e g
OVULACION \ : B

FOLICULD ROTO

Imagen 1. Representacion grafica de un ovario con distintos

desarrollos de foliculos
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6.2. Oviductos

Estan conformados por dos aberturas, una anterior o abdominal y otra
posterior o uterina y cuatro porciones: la primera rodea o envuelve al ovario
(infundibulo) total o parcialmente, segun la especie animal considerada,
extendiéndose en sus siguientes porciones (@mpula o ampolla e istmo) hasta
las puntas de los cuernos uterinos(4). Sus funciones son la del transporte de
los oocitos, favorecer la maduracion de los mismos y alojar a los
espermatozoides, asi como la de proveer el sitio propicio donde se lleva a

cabo la fertilizacion(23).

UHION
UTEROTUBARIA

Imagen 2. Representacion grafica del oviducto.
(infovets)
6.3. Utero y cuernos

El Utero consta de un cuerpo y dos cuernos (derecho e izquierdo); su
interior esta recubierto de una membrana mucosa, llamada endometrio con
abundantes glandulas simples, excepto en las carunculas que no son
glandulares. Las carunculas son proyecciones de la superficie interna del
utero, donde se fijan, por medio de los cotiledones, las membranas fetales
durante la gestacion. El cuerpo del utero se bifurca en dos cuernos y es en
uno de estos donde se va a implantar el embrién y se va a desarrollar el feto
durante el periodo de gestacion. Las carunculas durante la prefiez aumentan

su tamano(23,4).

11
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Imagen 3. Representacién grafica de cuernos, cuerpo y cuello del
utero (cérvix).
(DeJarnette M)
6.4. Cérvix
El cérvix es un érgano de paredes gruesas, que establece la conexion
entre la vagina y el utero. Estda compuesto de tejido conectivo denso y
musculos;consta de 3 o 4 anillos cartilaginosos alineados casi paralelos, y es
nuestra referencia al inseminar una vaca. La entrada al cérvix esta
proyectada hacia la vulva en forma de cono. Esto forma un circulo ciego de
360° que rodea completamente la entrada al cérvix. Esta base ciega del cono
es conocida como fornix. El disefio le facilita al cérvix ejercer su funcion
principal, que es la de proteger el utero del medio ambiente exterior. El cérvix
se abre hacia adelante al cuerpo uterino. Mide de 8 a 10 cm. Entre sus
principales funciones estan las de facilitar el transporte de los
espermatozoides hacia la luz del utero mediante la produccién de moco,
actua como reservorio de espermatozoides y durante el celo, la musculatura

lisa del cérvix se relaja bajo la influencia de estrogenos(17,23,4)

Fornix

Imagen 4. Representacion grafica del cérvix.
(Dedarnette M)

12
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Esta ubicada horizontalmente y paralela al recto, por encima
de la vejiga. El tamafio de la vagina es aproximadamente de 25
centimetros,de acuerdo al desarrollo corporal y al estado reproductivo de la
hembra(4). Las paredes de la vagina son elasticas y sensibles a los cambios
hormonales y segregan una sustancia lubricante durante el parto y en los
periodos de celo o calor. La vagina esta localizada dentro de la cavidad
pélvica, entre la vulva y el cuello del utero(17).

6.6 Vulva

La vulva es la parte mas extrema del aparato reproductor y esta
formada por los labios vulgares derecho e izquierdo, los cuales miden
aproximadamente 12 cm de longitud. Tiene tres funciones principales: dejar
pasar la orina, abrirse para permitir la copula y ser parte del canal de parto.
En la comisura ventral de la vulva se encuentra el clitoris, el cual es el

homologo del pene(23,17,5).

5.
=4 e

Imagen 5.Figura de la vulva de la vaca.
(VisGar)

13
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Imagen 6. Representacion grafica del aparato reproductor de la
hembra bovina. (Gonzales K)

Tamarfos normales de los érganos de la hembra bovina

ORGANOS TAMANO
Vulva 12 cm de largo
Cuernos del utero 35-45 cm
Cuerpo del utero 1-3cm
Cérvix 8-10 cm
Oviductos 25¢cm
Ovarios 3-4 cm de largo y 2cm de
grosor
(23)

7.Ciclo estral
La hembra bovina se puede clasificar como poliéstrica anual o no
estacional lo que quiere decir que tiene ciclos estrales durante todo el afio
actividad ciclica tiene una duracion que varia entre 17-25 dias (21 dias
promedio). Se considera que un ciclo estral inicia con el estro o celo (dia 0), y

concluye con el siguiente estro. Comprende una serie de eventos predecibles

14
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finalidad de que ocurra la ovulacion, el apareamiento y la

gestacion. La fertilizacion del 6vulo se da en el oviducto. El

blastocisto llega al utero alrededor del dia 5. La gestaciéon dura 279-290
dias(4,41).

El ciclo consta de dos fases dependientes de las estructuras ovaricas y

del ambiente hormonal que éstas generan: la fase folicular o estrogénica y la

fase lutea o progestacional(4,41).

La fase folicular: inicia con la regresion o luteolisis del cuerpo luteo
anterior y finaliza con la ovulaciéon. En general, su duracion es corta,
comprende alrededor del 20% del ciclo. Durante esta fase ocurre la
maduracion folicular por lo que el esteroide gonadal dominante es el estradiol
(E2). En esta fase la gonadotropina hipofisaria dominante es la hormona
foliculoestimulante (FSH), y la ovulacién es causada por un pico de la otra

hormona hipofisaria que es la hormona luteinizante (LH)(4,25,41).

La fase lutea se inicia con la ovulacién seguida de la formacion del
cuerpo luteo o amarillo funcional hasta su luteolisis o regresion por lo tanto, la
hormona dominante es la progesterona (P4). La duracién de esta fase es de
aproximadamente 14/15 dias. Durante la fase lutea los foliculos contintan su
desarrollo pero sin producir altas concentraciones de E2. Esta fase
comprende alrededor del 80% del ciclo(4,25,41).

A su vez, estas fases pueden ser subdivididas en etapas bien
definidas de acuerdo a las caracteristicas endocrinas y conductuales que

manifiestan los animales:

* Proestro y estro en la fase folicular.

- Metaestro y diestro en la fase lutea.

7.1 Estro:

15
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También llamado calor o celo, es la etapa caracterizada por un
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periodo de receptividad sexual en donde la hembra acepta la
monta y el apareamiento. Debido a que ésta es la etapa mas
facilmente reconocible por la conducta que muestra la hembra, se le
considera el inicio del ciclo estral (dia 0), corresponde al primer dia del estro
cuya duracion es de 15 h promedio con un rango de 06-24 h

aproximadamente, variando segun la edad, la raza y estado nutricional(25).

7.2 Metaestro:

Esta etapa principia cuando ha terminado la receptividad sexual y
concluye en el momento que hay un cuerpo luteo funcional bien establecido.
En el metaestro temprano tanto las concentraciones de E2 como de P4 estan
relativamente bajas. Dura de 3-5 dias y en ella ocurre la ovulacion 28-30 h
después del dia 0.(4,25,41)

7.3 Diestro:

Es la etapa mas larga:su duracion es de 10-14 dias,y este rango va en
relacion con el tamafo y el tiempo que el CL permanezca funcional hasta la

regresion del mismo (dias 16-17 del ciclo aproximadamente) (3,24,40)

7.4 Proestro:

Esta etapa esta determinada por el grado de desarrollo en el que se
encuentre el foliculo dominante, la cual tiene un rango de 2-3 dias, el final de
esta etapa coincide con el inicio de la receptividad sexual, es decir el estro

con lo que se cierra el ciclo(4,25,41).

8. Crecimiento folicular

El crecimiento y el desarrollo folicular se caracterizan, en los
rumiantes, por dos o tres ondas foliculares consecutivas por ciclo estral. Cada
onda implica el reclutamiento de una nueva cohorte de foliculos de la reserva

ovarica total y la seleccion de un foliculo dominante, que sigue creciendo y

16
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madurando hasta alcanzar la fase preovulatoria, mientras que los
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otros se atresian(4,41).

Se pueden distinguir tres fases distintas en el desarrollo folicular:

reclutamiento, seleccion y desviacion o dominancia(4,41).

Cada onda consiste en el reclutamiento simultaneo de entre tres y seis
foliculos que creceran hasta tener un diametro mayor de 4-5 mm. Al cabo de
unos pocos dias del inicio de una onda surge un foliculo dominante, que
sigue creciendo y diferenciandose, mientras que sus foliculos hermanos
dejan de crecer y se atresian. El foliculo dominante de la primera onda (en el
caso de los ciclos de dos ondas) y de la primera y segunda onda (en los

ciclos de tres olas) sufren una regresion(4,41).

9. Grupo activo sexualmente

La hembra presenta determinadas conductas y signos que indican que
esta entrando en el proestro: se agrupa con otras vacas que estan en la
misma condicion, se frotan, giran, hacen amagues de montarse, y se topan.
Este grupo de vacas se llama “grupo sexualmente activo”. Este estado dura 2

a 3 dias y luego comienza el celo(4,34,41)

El signo mas confiable de una vaca en celo es el comportamiento de
permitir la monta, que es el momento en que se deja montar por otro animal
del rebafio. Cada episodio de este comportamiento de pasividad a la monta
puede durar de 4 a 6 segundos. Las vacas en promedio se montan 1.5 veces
por hora y cada celo es visible por aproximadamente 6-8 horas, aunque su
duracion completa es de aproximadamente 12 horas. De manera que las
vacas estan en celo un poco mas de un tercio del dia y solo pasan un total de

3 a 5 minutos montandose(4,34,41)

Otros signos de celo dentro de lo observable son descarga de
mucosas claras, descanso de la babilla en la grupa de otras vacas (reflejo de
la babilla o papada), vulva edematizada y de color rojizo (hiperémico), grupa

fangosa o sucia y cola fruncida, lacerada o raspada en su base, lo que indica
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produciendo estas alteraciones, mas mugidos frecuentes,

comportamiento ansioso y comportamiento de olfateo(4,34,41).

Imagen 7. Figura de una vaca montando a otra vaca en estro.

(Contexto ganadero)

10. Pubertad:

La edad del primer celo o pubertad es afectada por la nutricion, la
edad y la estacion del nacimiento, y oscila entre 7 y 18 meses, con una media
de 10 meses. Hay diferencias raciales y de especie. La edad, la alimentacion,
los problemas climaticos, el ambiente, el manejo, los animales con los que
convive la hembra, la presencia cercana de machos, todo eso influye en el
comienzo o retraso de la pubertad. Una vez que la pubertad culmina, la
actividad ciclica persiste, excepto durante la prefiez, durante 3 a 6 semanas
después del parto (puerperio), en vacas de alta produccion de leche
(especialmente si hay hay alguna evidencia de insuficiencia dietética), y con

una serie de condiciones patologicas (4,41)
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11. Descripcion anatomica del aparato reproductor del

macho bovino

} ———_

r_c'gstata

Vesiculas seminales ==

Ampula
Vejiga
Uretra ™ landulas
Conducto deferente de Cowper
Pene Musculo
Retractor

: =%
Testiculos Q

Escroto \‘mjn
Epididimo
Imagen 8. Representacion grafica del aparato reproductor del
toro.
(Gonzales. K)
11.1 Los testiculos
Los testiculos o gdénadas masculinas son glandulas endocrinas y
citdbgenas, son estructuras anatomicas ovaladas que se encuentran ubicadas
por fuera de la cavidad abdominal. Estos se hallan recubiertos por una bolsa

de piel suave y vellosa llamada “escroto”(4).

La funcion de los testiculos, es la de producir células sexuales o
reproductivas masculinas; ademas tienen la funcion de producir andrégenos
0 sea hormonas masculinas como testosterona y pequefias cantidades de la
hormona estrogénica. La hormona testosterona es la que le da las

caracteristicas fenotipicas al macho(41).
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Los testiculos constan de una masa de tubos seminiferos,

rodeados de una capa fibrosa llamada tunica albuginea, de la cual
salen estructuras que forman una red de soporte. En este tejido
conectivo se hallan las células de Leydig que son las encargadas de producir

andrégenos como la hormona testosterona (24).

Conductos ']‘
eferentes ’ Hx,'k;'“_a"'x‘ﬂ Cabeza del
AN epididimo

Red testicular
Tubulos

seminiferos Mediastino

e
Células de— it -

Cuerpo del
epididimo

Tlnica
vaginal
Tunica
dartos

Cola del
epididimo

Imagen 9. Representacion grafica del testiculo del toro.
(Gonzales K)
11.2 Epididimo

El epididimo es un conducto espiralado conformado por tres partes:
cabeza, cuerpo y cola; se haya adherido a los lados y los extremos de los
testiculos. Su funcion es la de permitir la maduracion de los espermatozoides
y al mismo tiempo servir de lugar de almacenamiento de los mismos.En los
bovinos la cabeza del epididimo esta en el polo dorsal del escroto(24).

11.3 Conducto deferente
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Los conductos deferentes son tubos que van desde la cola del
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epididimo hasta la uretra y su funcién consiste en transportar los
espermatozoides desde el epididimo hasta el exterior (uretra)(41).
11.4 Uretra
Esta estructura forma parte del aparato urinario y a su vez sirve de
conducto para el plasma seminal, por esta razén incluimos la uretra dentro

del tracto reproductivo masculino(41).

La uretra es un tubo o conducto que va desde la vejiga hasta el
exterior, circulando por el interior del pene. Su funcién es comun para el
aparato urinario y el aparato reproductivo, al permitir la salida de la orina y de

semen al exterior(24).

11.5 Glandulas sexuales accesorias
La funcién de estas glandulas es la de producir el plasma seminal
donde se conservan los espermatozoides, los nutre y les da energia, 0 sea
que adquieren movilidad al tomar contacto con el plasma seminal, y les sirve
a su vez de vehiculo para su salida a través de la uretra. Estos liquidos le dan
volumen al semen y ademas le aportan nutrientes y proteccion.
En el bovino encontramos tres glandulas accesorias que son la
préstata, glandulas bulbouretrales y glandulas vesiculares(24).
11.6 Préstata

Esta glandula esta ubicada cerca del cuello de la vejiga, y su funcion
consiste en producir liquidos alcalinos con el fin de neutralizar la condicion

acida de la uretra y de la vagina(41).

11.7 Glandulas bulbo uretrales o de Cowper

Estan situadas a cada lado de la uretra; su funciéon es similar a la de la

préstata y los liquidos secretados por ellas sirven de vehiculo al esperma(41).

11.8 Glandulas vesiculares
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Son dos y estan situadas a ambos lados del cuello de la

vejiga, sobre la prostata y dirigidas hacia adelante. Tienen una
longitud aproximada de 8 a 10 centimetros, son de forma lobulada y

secretan un liquido rico en azucares como fructosa y acido citrico(24).

11.9 Pene

Es el 6rgano de la copulacién, tiene una estructura muscular que lo fija
en su parte posterior a la pelvis. El pene desciende por debajo de la pared
abdominal y forma una S(flexura sigmoidea) para luego salir por el

prepucio(4).

El interior del pene esta formado por el tejido cavernoso el cual permite
almacenar suficiente cantidad de sangre para producir la ereccion. A lo largo
del pene va la uretra hasta la punta o glande. La uretra da salida a la orina 'y
cuando el toro cubre a la vaca y el pene esta erecto, da salida al semen o
eyaculado. El pene tiene una gruesa cobertura elastica que es la tunica

albuginea(24).

11.10 Prepucio

El prepucio es el saco externo que cubre la porcién libre del pene,

recubierto internamente por tejido mucoso y externamente por la piel(24).

12. El semen y sus caracteristicas

El producto eyaculado por el reproductor es el semen, y esta

constituido por dos fracciones(5,24,41).

1) Los espermatozoides formados en los testiculos y almacenados en

el epididimo
2) El plasma seminal secretado por las glandulas accesorias.
El eyaculado de un toro adulto presenta un volumen que puede variar

entre 3 y 12 centimetros cubicos, de color blanco mate y consistencia
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cremosa. La concentracion normal del semen puede variar entre
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500 y 2.000 millones de espermatozoides por centimetro cubico.
Esta caracteristica del semen es la que permite que se pueda diluir
en soluciones especiales (diluyentes), con el objeto de ser utilizado en varias

hembras mediante inseminacion artificial o en FIV(5,24,41).

12.1 Espermatozoide

También llamado gameto masculino, espermatozoo, zooespermio, de
tamafno microscopico, consta de acrosoma, cabeza, pieza intermedia o
cuello, y cola o flagelo (24). El espermatozoide tiene una propiedad esencial
para cumplir con su funcion: es movil. Posee 3 clases de movimientos: a)
Motilidad rectilinea y progresiva (MRP) que es la cualidad que le permite
atravesar en minutos toda la longitud del aparato reproductor femenino, b)
Movilidad circular, que como su nombre lo indica lo hace girar en circulos, y
c) Movilidad oscilatoria, que lo hace moverse a un lado y a otro sin
desplazarse. Para poder fertilizar un ovocito es fundamental que el

espermatozoide esté completo, sin alteraciones de ningun tipo.

Imagen 10. Representacion grafica del espermatozoide.

(Gonzalez K)
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13. Pasos de la fertilizacion in vitro.
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Como dicen Filipiak y Larocca en su Manual de Fecundacion
in vitro la fecundacion in vitro se efectia en distintos pasos que
son(16,18,19,20):

1) Recuperacién y clasificacion de los complejos cumulus ovocitos
(COCs) obtenidos de los ovarios, ya sea de ovarios de mataderos o

recuperados de hembras vivas.

2) Maduracioén de los COCs

3) Fertilizacion de los ovocitos

4) Cultivo de los cigotos

Los embriones asi producidos son cultivados o incubados y al llegar al
dia 7 de su incubaciéon pueden ser directamente transferidos a receptoras,

criopreservados o destinados a la investigacion(16).

Hay que senalar que en la técnica de FIV desarrollada rutinariamente
en los laboratorios de investigacion para la obtencidn de ovocitos con usos
experimentales se usan ovarios de hembras que han sido faenadas en el

matadero, los que no tienen practicamente ningun valor genético(19).

Por supuesto, en los programas reproductivos de mejoramiento
genético los embriones producidos in vitro provienen de hembras de alto

valor genético(20).

Una técnica que se ha desarrollado en los ultimos afios es la técnica
de obtencion de ovocitos mediante puncion de los ovarios in vivo guiada por

ultrasonido (OPU o ovum pick up) (20)

14. Proceso de obtenciéon de ovocitos

Existen diversas técnicas quirurgicas y no quirurgicas de obtencién de

gametos femeninos en bovinos, basadas en cirugias, laparoscopias o en
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técnicas guiadas por ultrasonografia como la aspiracion folicular
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guiada por ultrasonografia (OPU-por sus siglas en inglés), asi
como de ovarios de animales procedentes de mataderos. Todas
estas técnicas se remiten a la aspiracién del contenido de los foliculos y la
obtencién de gametos inmaduros (complejos cumulus-ovocito COC's) que
permiten, dado su estado fisiolégico, obtener un alto numero y mas
homogeneidad en los procesos. En el laboratorio, todos los procesos de
manipulacion de ovocitos son similares y utilizan conceptos del cultivo celular

y de la incubacion controlada en incubadoras programables. (3,29,33,45)

14.1 Obtencién de ovocitos provenientes de ovarios de vacas y

vaquillonas del matadero o por ovariectomias.

Los procesos de obtencion de ovocitos a través de ovarios de
animales de matadero es una de las formas mas utilizadas y eficaces. Se han
desarrollado métodos para obtener grandes cantidades y de muy buena
calidad, tal como describe Alvarado J. Se realiza a partir de hembras
sacrificadas en el matadero, mediante la obtencidon de sus ovarios y la
aspiracion manual con jeringa de todo foliculo que tenga un diametro
comprendido entre 3 y 6 mm. Se va aspirando el liquido folicular de esos
foliculos, se deja decantar, se identifican y se van captando los ovocitos uno
por uno. Esta técnica suministra una fuente abundante de ovocitos obtenidos
a bajo costo, provenientes de animales en diferentes estados de ciclo estral,
que pueden ser madurados, criopreservados, fertilizados y cultivados in vitro
hasta alcanzar estados avanzados de desarrollo embrionario(39). Sin
embargo, a pesar del potencial que tienen los ovarios de producir ovocitos, la

recuperacion de ovocitos de matadero es muy limitada e irrepetible (3,33)

Por cada vaca (2 ovarios recuperados) se pueden obtener entre 15-20
ovocitos lo que permitira obtener 4-6 embriones aptos para ser transferidos
(40).

En general los ovocitos obtenidos en el matadero provienen de ovarios

de vacas y vaquillonas no prefiadas aunque hasta el momento no existe
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CL de gestacion sea diferente(33).

En el laboratorio los ovocitos son obtenidos por aspiracion del liquido
folicular y luego son identificados bajo lupa y recogidos para ser madurados
en un medio adecuado. Luego de madurados pueden ser inseminados y
fertilizados (40).

Imagen 11. Figura del aparato reproductor de la hembra bovina.

(VisGar)

Foliculos

Imagen 12. Figura de los ovarios de la hembra bovina.
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(Canaval C)

14.2 Técnica de aspiracion folicular (Ovum Pick-Up;
OPU)

La técnica de aspiracion folicular como sefiala Pelaez es un
procedimiento en el cual se obtienen ovocitos en la hembra viva a partir de
punciones transvaginales guiadas ecograficamente (Ultrasound Guided
Ovum Pick-Up; OPU) o sea “Aspiracién Folicular guiada por Ultrasonido”, y
su posterior maduracion, fecundacion y cultivo in vitro permite la produccion
de embriones que pueden ser criopreservados o bien transferidos a hembras

receptoras(45).

\\ .

Imagen 13. Figura de ecégrafo utilizado en OPU.

(Productos ganaderos)
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Imagen 14. Figura de ovario visto a través de ecografia.

(Pelaez)

Esta técnica permite recoger ovocitos en las hembras de mas de seis
meses de edad, durante los primeros tres meses de gestacion y a partir de
las 2-3 semanas del postparto, por lo que no interfiere con los ciclos
productivos o reproductivos de las hembras donantes. En el caso de hembras
muy jovenes (menos de seis meses de edad) es necesario recurrir a la

laparoscopia(45).

La recoleccion de ovocitos de animales vivos permite incrementar el
numero de embriones potenciales y de terneros producidos por donadora al
afno, obtenidos por procedimientos in vitro,y ademas permite la disminucién
del intervalo generacional y ayuda a establecer esquemas que permitan

incrementar la eficiencia productiva(3,33).

La aspiracion transvaginal guiada por ultrasonido es la técnica de
recoleccion de ovocitos de hembras vivas mas usada actualmente en paises
como Brasil. La aspiracion folicular puede ser repetida en el mismo animal
durante 5-6 meses y una periodicidad de dos aspiraciones por semana o una
semanal, sin ningun efecto sobre la reproduccion o el bienestar animal.
Ademas la OPU se puede aplicar durante los primeros tres meses de
gravidez a vaquillonas, vacas o terneras prepuberes con lo que se logra

hacer mas corto el intervalo generacional(3,33,45).
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La OPU-FIV permite obtener embriones de hembras con

problemas de infertilidad o mala respuesta a los tratamientos
superovulatorios. Se ha demostrado que al final del periodo de
aspiraciones los animales pueden retornar a sus ciclos estrales normales y

ser incorporados a sus programas de cria(33,45).

La viabilidad de los embriones producidos a partir de los ovocitos
obtenidos por aspiracion es similar a la alcanzada por embriones producidos
por otros procedimientos in vitro, pero un poco mas baja que la obtenida para
embriones obtenidos por lavado, obteniéndose porcentajes de prefiez que
varian desde un 25-45 % (40)

“Los pasos para la aspiracion folicular (OPU) se pueden resumir de la
siguiente manera(6,7,19,21,26,40):

1. La OPU necesita de la tranquilizacién y la relajacion previa del
animal. Esta se puede realizar con el animal en pie en un potro de
contencién, mediante la aplicacion de una pequefa dosis de xilacina via

intramuscular al 2%(6,26).

Imagen 15. Figura de instalacion utilizada para contener a los

bovinos. (Pelaez)

2. Posteriormente, se debe administrar una anestesia epidural
“baja”,con la aplicacion de un volumen de 5 ml de lidocaina al 2%, para lograr
reducir los esfuerzos expulsivos, relajar esfinteres y facilitar la manipulacién

de los ovarios(40).
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Imagen 16. Figura de aplicacion de anestesia epidural.

(Pelaez)

3. Vaciamiento del recto, limpieza y desinfecciéon de la vulva y area

perineal(6,40).

4. Introduccion del transductor en la vagina, convenientemente

lubricado y protegido por una cubierta sanitaria de latex(21,40).

‘1'.'uL|I'L‘~ISTI|".|’LGI_.hL QOCYTE RECOVERY

Imagen 17. Representacion grafica de la técnica utilizada para la
OPU.

(Dpto. de Reproduccion Animal y Conservacién Dpto. de Reproduccion

Animal y Conservacion de Recursos Zoogenéticos INIA - Madrid)

Para la visualizacion de los foliculos ovaricos empleamos un ecoégrafo
equipado con una sonda transvaginal de 5 MHz de calibre 18 y un “handgrip”
o mango de OPU de 60 cm de longitud donde va colocada la guia de
puncion. Por la guia se introducira una aguja de puncion desechable (20 G, 0
'9 x 70mm) conectada a un tubo estéril de 50 ml mediante una conduccion de

Teflén. El equipo de OPU se completa con una bomba de vacio accionada a

30



CATOLICA

2
TESTIMONIVM IN
&Q

ARGE NTINA

a
<
a
0
x
Ll
>
Z
S

pedal con la que se aplicara una aspiracion constante de 110 mm

Hg (20 ml/min). El tubo de recogida debe mantenerse atemperado

a 37°C en bafo termostatico(40).

5. Los ovarios se posicionaran via rectal delante de la sonda para
foliculos visibles de mas de 3 mm de diametro. Antes de iniciar la sesion de
puncidn se drenara el sistema aspirando una pequeia cantidad de medio
liquido de recogida. Tras la aspiracion de 3-4 foliculos se realizara un lavado
exhaustivo del fluido folicular en la aguja de aspiracion y en el sistema de
recoleccion con medio de lavado y recogida [PBS suplementado con
heparina sodica (2’2 Ul/ml) y SFB (suero fetal bovino) (1%)]. El fluido
obtenido de cada animal contenido en un tubo de recogida de 50 ml sera
inmediatamente filtrado, los restos de sangre seran eliminados por continuos
lavados en PBS fresco y se pasara a una placa de Petri para localizar y
evaluar morfolégicamente bajo estereomicroscopio los complejos cumulus
ovocito (COCs) aspirados(21,40).

Imagen 18. Figura de fluido obtenido filtrandose(40).

(Pelaez)
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Imagen 19. Figura de busqueda y clasificacion de los évulos(40).

(Pelaez)

La calidad de los ovocitos es esencial en la eficiencia de la maduracion
in vitro (MIV), y esta relacionada desde su recoleccién por la cantidad y
calidad de las células del cumulus adyacentes, asi como por la calidad de su
citoplasma. Lo mas valorado en las células del cumulus es su cantidad,
considerando mas de cuatro capas como el numero adecuado, asi como su
posicion, la cual se busca que estén rodeando completamente la zona
pelucida. El citoplasma debe de presentar homogeneidad en su coloracion
marron (café), por lo que cambios en esa coloracion a tonalidades mas claras
u oscuras, son criterios de descarte asociados a picnosis y degeneracion,
entre otros. En base a estos conceptos morfologicos, entidades como la
Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria (IETS), han establecido
criterios de selecciéon de COC's clasificados en cuatro grados (de | a IV)
(21,26,44)

“Clasificaremos los COCs obtenidos en cuatro categorias, segun
homogeneidad, morfologia del citoplasma y compactibilidad de las células del
cumulo(6,16,19,21,26,40):
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- Categoria |: Ovocitos con mas de tres capas de células del
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cumulo compactas y con citoplasma homogéneo uniformemente
granulado (18, 39).

Imagen 20. Figura de ovocito de categoria l.

(Martinez.Y)

- Categoria II: Ovocitos con menos de tres capas de células del
cumulo y citoplasma
OVOCITO GRADO | OVOCITO GRADO i

generalmente

homogéneo(6,40).

Imagen 21. Figura de

ovocitos de categorial y Il.

(MANUAL DE
BIOTECNOLOGIA

REPRODUCTIVA EN BOVINOS)

- Categoria Ill: Ovocitos con una sola capa de células del cumulo y

citoplasma de aspecto irregular con areas oscuras(20,40).

33


http://manualbiotecnologiareproductiva.blogspot.com/
http://manualbiotecnologiareproductiva.blogspot.com/
http://manualbiotecnologiareproductiva.blogspot.com/

TESTIMONIVM
DE
LVMINE

a
<
a
0
x
Ll
>
Z
S

ARGE NTINA

Imagen 22. Figura de ovocitos con pocas células de cumulus
(20).

- Categoria IV: Ovocitos denudados. Ovocitos desnudos(19,39).

OVOCITO GRADO I OVOCITO DESNUDO
o B
4 ".!

-

. ]
| f
I L .

i
L

\I.
LY
N

-

. B

Imagen 23. Figura de ovocitos de categoria lll y IV (desnudo).
(MANUAL DE BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA EN BOVINOS

- Ovocito maduro: Ovocitos madurados in vivo, con cumulo
expandido(19,39).

: Células de |z granulosa
Ovocito

Complejo cumulo-corona-ovocito
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Imagen 24. Figura de ovocito de categoria V (maduro).
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(Instituto Bernabeu)

Ovocito con cumulus expandido. Después de 24h de la maduracion.

14.3 Obtencion de ovocitos mediante método laparoscopico

El método laparoscopico de recuperacion ovocitaria (LOPU) permite
obtener ovocitos de los foliculos pre-ovulatorios en crecimiento; sin embargo,
esta técnica es considerada como invasiva. A pesar que esta técnica permite
una clara vision de la superficie ovarica, no permite visualizar la cohorte de
foliculos en crecimiento por debajo de la superficie ovarica. Los trabajos
iniciales de recuperacion ovocitaria por via laparoscépica se los realizaba por
abordaje de la fosa paralumbar; sin embargo, estudios posteriores pudieron
demostrar que era posible recuperar ovocitos laparoscépicamente por via
vaginal, aunque la técnica fue desarrollada para examinar los 6rganos
reproductivos internos de la vaca a través del fondo de vagina. Estos hechos
fueron la base para desarrollar las técnicas de diagnostico y recuperacion
ovocitaria por ultrasonografia. En la actualidad el método de aspiracion
folicular laparoscopica esta siendo aun empleado en la especie ovina y
caprina(3,14,27,31,56).

14.4 Recoleccion de ovocitos mediante método quirurgico

La obtencién de ovocitos mediante puncion de foliculos ovaricos por el
método quirdrgico consiste en practicar una laparotomia por el flanco en
sentido vertical, hasta lograr llegar al ovario y lograr extraerlo. Una vez
afuera, se van punzando todos los foliculos ovaricos que midan de 3 a 10 mm
de largo, y se aspira el liquido folicular en el que estan flotando los ovocitos
inmaduros, una vez realizada la aspiracion de todos los foliculos, se restituye

el ovario a su lugar y se sutura la laparotomia(14,31).

15. Maduracion de los ovocitos in vitro (MIV)
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La maduracion ovocitaria es un fendbmeno complejo, durante
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el cual el ovocito progresa desde el estadio de profase de M| hasta
el de MIl (maduracion nuclear). El ovocito completa la meiosis en
respuesta al pico ovulatorio de LH, o bien, cuando es retirado del foliculo para
llevar a cabo la maduracion in vitro. Un periodo de 24h es necesario para que
el ovocito bovino complete la maduracién nuclear, es decir, alcance el estadio
de MII, en el que permanece hasta el momento en que es fertilizado, que es

cuando completa la meiosis y se forman los pronucleos(5,7,8,9,12,14,34).

Ademas de la maduracion nuclear, también es importante que exista
una maduracion citoplasmatica ya que prepara al ovocito para soportar la
fertilizacion y aportar los nutrientes requeridos para el desarrollo embrionario
temprano. De manera natural, la meiosis inicia en el ovario fetal, pero se
detiene antes del nacimiento, en la profase (Pl) de la primera division
meiobtica; los ovocitos pasan entonces a la etapa reticulada, que es un estado
de reposo nuclear y que suele durar hasta que se ovula el primer ovocito en
la pubertad. Los ovocitos en reposo o inmaduros tienen un gran nucleo
denominado vesicula germinal. La meiosis avanza desde la etapa de vesicula
germinal o Pl hasta la metafase de la segunda divisién meidtica en la que se
detiene una vez mas, dando como resultado un primer cuerpo polar que es
expulsado al espacio perivitelino. De la misma manera en la que madura el

nucleo se debe llevar a cabo la maduracién del citoplasma(8,14,33).

Cuando los ovocitos son aspirados desde los foliculos primarios o
secundarios, reanudan espontaneamente la meiosis y al ser cultivados in
vitro continian con los procesos de maduracion. De este modo la
composicion de los medios y el ambiente controlado por estufas de cultivo,
deben brindar un ambiente adecuado para que la maduracion se produzca en
24hs de un modo similar a lo que sucede in vivo durante mas de dos ciclos
estrales en el bovino. Las condiciones utilizadas en la mayoria de los
laboratorios para lograr este ambiente, involucra el uso de medios de cultivo
tales como el TCM-199 suplementado con hormonas (LH, FSH, estradiol,

etc), antioxidantes (glutatidon, cisteamina, cistina), factores de crecimiento y
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macromoléculas (suero, albumina), en una atmosfera de 5% CO2
a 38,5°C y humedad a saturacion (14,40).

Como explican Salgado E y Lopera R, la MIV es el proceso contiguo a
la extraccion de los COC's y se considera el proceso mediante el cual los
gametos femeninos adquieren la competencia para ser fecundados. Esto se
debe a que los ovocitos recolectados proceden de foliculos de poco
desarrollo, en fases iniciales de la onda folicular, con tamafos entre 2 y 8
mm. Estos gametos, durante la maduracion in vitro (MIV) , logran finalizar su
desarrollo y llegar al estadio de Metafase dos (MIl), donde adquieren su
competencia citoplasmatica y genética, pasando desde la reacomodacion de
sus tubulos hasta la pérdida de un juego de cromosomas (haploides). Al ser
un proceso secuencial, el éxito de los procesos siguientes (fecundacion y
desarrollo embrionario) depende en gran parte del desarrollo de los ovocitos

madurados in vitro(44).

En condiciones 6ptimas, cerca del 95% de los ovocitos puede alcanzar
la maduracion y, de estos, una vez fertilizados,cerca del 80% puede llegar el
estadio de dos células; sin embargo, menos de la mitad (30-50%) alcanza al

estado de blastocisto siete dias después de la fertilizacion.

La eficacia de la MIV puede verse afectada por factores como: a) la
recoleccion de los gametos, el método de recoleccion de los COC's, b) la
temperatura del transporte, en donde temperaturas demasiado altas o muy
bajas afectan la competencia ovocitaria, c) el tiempo de recoleccion y de
transporte de los COC's desde la colecta al laboratorio, en donde tiempos
muy altos de procesamiento afectan la viabilidad de los COC's, d) su estadio
de desarrollo, en donde ovulos ya maduros ademas de ser incompetentes
para el proceso de MIV, afectan el rendimiento del lote, e) el tiempo de
maduracion (22-24 horas), f) la composicidén del medio de maduracion y
suplementos utilizados, y g) cambios en la osmolaridad, pH, y uso de

hormonas o0 aminoacidos(7,40,44).

En la técnica de MIV existen otros factores que también deben

considerarse(44):
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a) el soporte fisico (placa, tubo),
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b) modo de colocacién del método de cultivo (gota o pozo),
c) la adicion de aceite mineral,
d) el numero de COC's por volumen de medio, y el movimiento.

Entre los sistemas de cultivo para el desarrollo de la MIV se
destacan(5,8,12):

a) el cerrado, en donde no se permite el contacto directo con la

atmodsfera, mediante el uso de un recipiente hermético (mezcla de gases)

b) el abierto, que se realiza manteniendo un intercambio gaseoso
continuo. El primero se considera de los mas antiguos y al no permitir el
intercambio gaseoso permanente, necesario para la maduracion de los
ovocitos, ha entrado en desuso, mientras que dentro del segundo grupo se

encuentran el sistema abierto como tal y el recubierto.

En el sistema abierto se coloca el medio de cultivo en un recipiente
que esta en contacto directo con la atmésfera (placas petri, camaras de
cultivo, tubos etc.); sin embargo, la gran superficie de evaporacion puede
elevar el sodio y por consiguiente la osmolaridad. Por otro lado, en el sistema
recubierto se cubre el medio de cultivo con aceite mineral para evitar la
evaporacion del medio y permitir el intercambio gaseoso, aunque el aceite
mineral puede favorecer la absorcion de suplementos como hormonas. El
éxito de la fecundacion, division y desarrollo embrionario presenta estricta

relacion de la competencia adquirida durante la MIV(5,12).

Los medios de soporte mas utilizados para la maduracion in vitro son
el KSOM y el TCM 199, por su gran variedad de componentes iénicos y
energeéticos, que se correlacionan con el éxito presentado en cultivos de
células en varias especies. La suplementacion de estos medios de
maduracion pasa por diferentes sustancias en funcion del protocolo que se
esté implementando. Los principales suplementos en orden de importancia
son el suero fetal bovino (FCS o SFB), la albumina sérica bovina (BSA),

factores de crecimiento (IGF y EGF), y hormonas como FSH y LH. Tras el
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proceso de maduracién, los aspectos de evaluacion morfoldgica
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mas evidentes son la expansion de las células del cumulus y la
expulsion del primer corpusculo polar confirmando el estado de
metafase Il (12,44)

16. Diferencias entre Bos taurus y Bos indicus

Las razas cebuinas (Bos indicus) son diferentes de las razas europeas
(Bos taurus) en algunos aspectos de su fisiologia reproductiva, incluido el
reclutamiento de foliculos, el nUmero de ondas foliculares y la ultraestructura
de los ovocitos(1,5,9,12,13,27,36,55).

La subespecie Bos indicus tiene mayor capacidad de produccion de
ovocitos en comparacion con la subespecie Bos Taurus debido a que Bos
indicus genera tres ondas foliculares comparado a Bos taurus que genera
solamente dos. Esto permite el desarrollo de mayor numero de foliculos y en
consecuencia un mayor numero de ovocitos recolectados(1,5,12,36). Se
calcula que en promedio se pueden recolectar 6-8 ovocitos vacas de la
subespecie Bos indicus y de 4-6 ovocitos en las vacas de la subespecie Bos
taurus (1,27).

En un estudio realizado por Alaves G donde se evaluaron 3622 vacas
(Donantes Holstein: 925; Donantes Senepol: 1055; Donantes Nelore: 1202 y
Donantes Dairy Gir: 440) se observd una diferencia entre grupos genéticos
para la produccién de embriones in vitro, demostrando que las donantes
cebuinas presentan un mejor desempeno en FIV. Sin embargo, tanto en
razas de carne como de leche, el numero de embriones producidos fue
mayor en las donantes con mayor numero de ovocitos recuperados por OPU,

independientemente del grupo genético(1)

Con respecto a la estructura de los ovocitos, los de la raza Brahman
(Bos indicus) presentan una mayor concentracion de lipidos comparado con
las razas europeas (Bos taurus), lo que resulta en una menor respuesta a la
fertilizacion in vitro, por consiguiente, menores tasas de prefiez. Con respecto

a los niveles séricos de colesterol y triglicéridos en las hembras donadoras
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bajo las mismas condiciones dietarias, se encuentra un nivel
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circulante mas elevado de colesterol y de triglicéridos en la raza
Brahman (Bos indicus) comparada con las razas inglesas (Bos
taurus), lo que afecta directamente la influencia de la cantidad de lipidos

encontrados en los ovocitos de ambas subespecies(1.9.12.13.55).

En un trabajo publicado en 2020, Guimaraes et col comparan el
desempeno reproductivo en FIV de vacas Bos taurus vs vacas Bos indicus 'y
encuentran que las hembras indicas tienen mayor tasa de recuperacioén de
ovocitos, mayor numero de ovocitos viables y en definitiva mayor numero de

embriones viables que las razas europeas.(27)

17. Proceso de extraccion del semen

Los métodos mas empleados que menciona Roman A para recoger

semen en bovinos son(44):

a) método de la vagina artificial

b) masaje por via rectal de las glandulas vesiculares y de las ampollas

deferentes

c) electroeyaculacién

17.1 Método de la vagina artificial

La vagina artificial consiste en un tubo cilindrico de plastico rigido y
resistente, de siete centimetros de diametro y 3540 centimetros de largo,
recubierto internamente por una camisa de goma que se dobla sobre los
extremos del cilindro formando una camara que se llena con agua caliente
(45-46 ° C) y aire, con el fin de proveer el estimulo adecuado de temperatura

y presion, lograndose asi la eyaculacion(3.44.52).
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Imagen 25. Figura de vagina artificial para bovinos.

(Phibro Salud Animal)

Para la monta se utiliza un sefiuelo que puede ser una vaca, un macho
0 un maniqui. Antes de colectar el semen se debe de tener en cuenta dos

aspectos importantes: la higiene y el estimulo del semental(44).
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Imagen 26. Figura de toro montando un maniqui para extraccién

de semen.

(CONtextoganadero)
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Imagen 27. Figura de toro montando una vaca para
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extraccion de semen.

(TvAgro Angel J)

Dentro de lo que es el estimulo sexual es conveniente antes de la
coleccion que el toro se excite viendo a otros toros montar, o realizando
falsas montas, asi una vez que se vaya a realizar la colecta se obtiene mayor

cantidad y calidad de semen colectado(3,44,52).

Para contribuir a reducir la carga de gérmenes en el semen, y por
razones higiénicas generales, en la mayoria de los centros se recomienda
que el operador use guantes de goma que cambiara todas las
veces(3,44,52).

17.2 Método del masaje por via rectal

Esta técnica requiere dos personas, una para efectuar el masaje rectal
y otra para colectar el semen. El toro se ubica y mantiene en una manga o
prensa. Después de remover completamente las heces del recto Este método
consiste, en esencia, aplicar un masaje longitudinal repetitivo hacia delante y
atras, principalmente sobre la terminacién de los canales deferentes, de las
glandulas vesiculares y de la region de la préstata, introduciendo la mano y el

antebrazo en el recto del animal(44).

17.3 Método de electroeyaculacion

El método de la electroeyaculacion se considera conveniente cuando
no es posible usar la vagina artificial, porque el toro no esta adecuadamente
entrenado. Con éste método se hace uso de un electroeyaculador que no es
mas que un electrodo conectado a una bateria que genera estimulaciones

ritmicas provocadas por descargas no mayores a 20 voltios(3).

Los electroeyaculadores estan disefados para estimular los nervios
pélvicos simpaticos y parasimpaticos con impulsos de bajo voltaje y amperaje

y de esta forma pueden inducir ereccion peneana y eyaculacion(3).
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Imagen 28. Figura de electroeyaculador.

Con la utilizacion del electroeyaculador, como método para la
recoleccion de semen, la eyaculacion es un proceso bifasico, porque primero
ocurre la emisién y continda con la ereccién y la eyaculacién propiamente
dicha(3).

fﬁ

Imagen 29.Figura de electroeyaculador en el recto de un toro.

(Agrovet Market)
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18. Proceso de congelaciéon del semen
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La congelacion del semen bovino ha sido la técnica mas
antigua y que mas ha influido en la difusion del empleo de la IA en la
reproduccion  asistida. Como regla general la refrigeracion del
espermatozoide es un método sencillo que de manera exitosa ha permitido
ampliar el tiempo de viabilidad del espermatozoide, al reducir su tasa
metabdlica y por lo tanto prolongar la supervivencia del semen mediante la
disminucién del porcentaje de sustratos empleados y la produccion de
toxinas(2,3,41).

El éxito de la criopreservacion del semen depende de varios factores
que interactuan entre si como el crioprotector, tipo de diluyente, tasa de
enfriamiento, tasa de descongelacion y empaque, asi como la variacion

individual del reproductor(41).

Con posterioridad a la evaluacién de la calidad del semen y realizar el
calculo de la concentracion espermatica, es importante determinar la cantidad
de espermatozoides con Motilidad Rectilinea Progresiva Morfolégicamente
Normales (MRPMN) en el eyaculado. El numero de MRPMN sera utilizado

para calcular el numero de dosis que pueden ser congeladas(2).

Existen dos protocolos para diluir el semen(41):

A) Protocolo estandar

B) Protocolo alternativo

Protocolo estandar: El Protocolo Estandar es usado en los Estados
Unidos y requiere de dos pasos. Los diluyentes mas comunmente utilizados
en este protocolo tienen como amortiguadores el Tris

(hidroximetil-aminometano) o el Citrato de sodio.

Requieren de yema de huevo para proteger las células espermaticas
contra el shock térmico por frio y vienen presentados comercialmente con

dos fracciones (A y B) y una mezcla de antibiéticos. La Fraccion B es similar
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a la Fraccion A, excepto que contiene 14% de glicerol como

crioprotector. El protocolo de dos pasos logra una concentracion
final de 20% de yema de huevo, 7% de glicerol, 50 ug de Tilosina,
250 pg de Gentamicina, 150 ug de Lincomicina y 300 ug de estreptomicina
por cada ml de semen diluido y congelado.
Protocolo alternativo: El Protocolo Alternativo es un método de un

paso. Es el método mas empleado en Europa. Esta aprobado para ser
utilizado con Tris (hididroximetilaminometano) como amortiguador y requiere
la adicion de 20% de yema de huevo. El diluyente no esta fraccionado y
contiene 7% de Glicerol mas antibidticos. El protocolo produce una
concentracion de 100 ug de Tilosina, 500 ug de Gentamicina 300 pug de
Lincomicina y 600 ug de Estreptomicina por cada ml de semen diluido y

congelado.

Una vez diluido y empajuelado el semen (pajuelas de 0,5 ml), se debe
llevar a cabo una curva de enfriamiento lenta, la cual se inicia con la
refrigeracion de equilibrio desde temperatura de laboratorio a 4°C en un
periodo de 4 horas. Luego se procede a la congelacion del semen en
pajuelas o pajillas mediante el sistema de vapor de nitrégeno liquido a -120
°C, colocando las gradillas con las paijillas a 4 cm sobre el nivel de nitrégeno,
contenido en el recipiente para tal efecto, manteniéndose por al menos 10
minutos. Enseguida las gradillas se introducen directamente en el nitrdgeno

liquido para ser conservadas a -180°C o 196°C(2,3,41).
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Imagen 30. Figura de pajuelas con semen en el termo de
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nitrégeno. (Blogger)

19. Proceso de capacitacion espermatica

La capacitacion espermatica es el proceso metabdlico que sufre el
espermatozoide cuando es depositado en el tracto reproductivo de la hembra.
Es una reaccién en la cual son retiradas las glucoproteinas de la membrana
del espermatozoide y que le permite adquirir su capacidad para poder
fecundar al ovocito. Es un proceso imprescindible que dura varias horas. La

capacitacion tiene dos pasos(10,11,44):

A) La remocién del factor descapacitante , que es un factor quimico
que viene en el plasma seminal y que impide la fertilizacidon porque se une a
la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide,y que desaparece

en el utero.

B) La activacion de las enzimas acrosomicas, es decir que comienza a
romperse la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide y a
fusionarse con la cromosémica externa para luego disolverse y liberar las

enzimas acrosémicas (reaccion acrosomica).

g Trompa de
. Cervix Utero Falopio
Testiculo  Epididimo Vagina .
sl (_-.__,..\
/ Fecundacion
Maduracion

Eyaculacion Capacitacion
Separacion del espermatica
plasma seminal

espermatica

Imagen 31. Representacion grafica del proceso fisiolégico de

capacitacion espermatica.

(Reproduccion asistida ORG)
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Durante la capacitacion ocurren varios fendmenos: los

espermatozoides adquieren hipermotilidad progresiva, la
capacidad de penetrar el cumulus y se preparan para que tenga
lugar la reaccion acrosémica. Cuando se van a utilizar zoospermos para
inseminar ovocitos in vitro, deben capacitarse previamente ya que no van a

ingresar al tracto reproductivo hembra, y para esto hay varios métodos(10).

Método de Bracket y col (1982): Se cultivan los espermatozoides
durante 5 minutos en un fluido de gran fuerza i6nica (HIS, 380 mOsm /Kg
mas o0 menos), se lavan, y se llevan a cultivo por 3, 4 o 5 horas. Este
tratamiento con HIS fue desarrollado como un medio para retirar el plasma

seminal adherido a la superficie de los espermatozoides eyaculados(10).

Método de Hanada y col. (1986): Se diluye el semen agregandole
medio de cultivo sintético (que contenga cafeina pero no albumina sérica
bovina) tratado con ionoforo A por un corto periodo (0.1 y M, por 60
segundos). Posteriormente se provoca la capacitacion en un medio de cultivo
con albumina sérica bovina. El ion6foro A ayuda a los espermatozoides a
captar los iones Ca y activa la reaccion acrosomica, facilitando la

penetracion espermatica al ovocito(10).

Método de Lu y col. (1987): Revision del método Parrish (1986). Se
tratan los espermatozoides congelados con el método swim-up, de uso
frecuente en humanos y que consiste en colocar el semen en la parte inferior
del tubo de cultivo, dejarlo en reposo y recuperar los espermios activos que
hayan alcanzado la parte superior. Posteriormente se colocan en heparina
durante 15 minutos para activar la capacitacion. El pH del medio de cultivo
debe ajustarse a 7.4 para la capacitacion y 7.8 para la fecundacion, lo que

sugiere que el pH afecta ambos procesos(10).

El método swim-up, es una técnica utilizada para seleccionar los
espermatozoides mas moviles de un eyaculado, que son aquellos que se
desplazan con movimientos rapidos y rectilineos. Esta técnica se basa en el

geotropismo negativo de los espermatozoides, por lo tanto tras una
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centrifugacion alcanzaran primero la superficie aquellos que sean
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mas rapidos y por lo tanto con mayor capacidad fecundante(10).

[Gradientes densidad] [Post centrifugacién]
Semen — -_ Plasma seminal
Gradienge — » Espermatozoides
densidad 40% <~ inmdviles, muertos
Gradiente ' y otras células
densidad 80% ST

"7 < Espermatozoides mdviles

Figura 32. Representacion grafica del contenido seminal post

centrifugacion.

(Reproduccion asistida ORG)

Centrifugar 45 min. Afadir medio
=> => de cultivo e
incubar a
Eliminar plasma . 37 °C
™~ seminaly i
{ o
Sz restos celulares i
7 /:’
Semen + medio Espermatozoides Espermatozoides con
moviles movilidad progresiva

Imagen 33. Representacion grafica de capacitacion espermatica in

vitro.
(Reproduccion asistida ORG)

Método de la universidad de Hokkaido (1995): Los espermatozoides
moviles son separados mediante el uso de percoll (45% y 90%) diluido en
solucion isoténica de Brackett y Oliphant modificada 10 x, centrifugado a 700
XG por 20 minutos y 500 G por 5 minutos. Los complejos cumulo — oocito son

incubados durante 18 horas con la solucion de espermatozoides que contiene
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teofilina, de modo de obtener una concentracion final de 5 x 106

ARGE NTINA

células / ml (10)

20. Fecundacion de los ovocitos y cultivo de los embriones

La fecundacion de los ovocitos segun Gonella D es un proceso en el
que se realiza un cocultivo de espermatozoides y ovocitos en un medio que
favorece la actividad espermatica y penetracion de la zona pelucida.
Posteriormente, los embriones obtenidos son sometidos a cultivo en medios
que contengan fuentes de energia, aminoacidos y factores de crecimiento,

con el fin de mantener su sobrevivencia y desarrollo(22).

La técnica que Pelaez indica consiste en incubar ovocitos maduros
con espermatozoides vivos y moviles durante un periodo de 6 a 24 horas
(luego de un proceso de seleccidon y capacitacion de los mismos) con el fin de

formar un embrion.

Imagen 34. Representacion grafica de espermatozoides

compitiendo para penetrar en el ovocito.

(Instituto CEFER)
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La cantidad de espermatozoides que se agregan a cada gota
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dependen del semen utilizado, pues si se trata de semen
convencional la cantidad de semen pueden variar entre 5-10 pl ,
mientras que si el semen es sexado lo recomendable es empezar a fertilizar
con una cantidad de 10 pl ya que este semen en estas condiciones esta muy
diluido y no rinde en el proceso de la fertilizacion, se necesita mayor

volumen(41). Son alrededor de 100.000 espermatozoides por cada ovocito.

Los ovocitos y los espermatozoides se deben mantener en un medio
suplementado con fuentes energéticas (piruvato, lactato) y albumina sérica.
En la especie bovina, la capacitacion espermatica se ve favorecida por la
incorporacion de heparina al medio. No obstante, para lograr unos resultados
optimos es necesario ajustar la concentracién de heparina y el numero de

espermatozoides para cada eyaculado concreto(40)

Aquellos embriones de 4 o mas células resultantes de la FIV son
cambiados del medio de fecundacién a un medio de cultivo embrionario
donde los embriones continuan su division celular a 8, 16 y 32 células hasta
llegar a morulas y blastocistos. Al llegar a estos estadios, los embriones
pueden ser transferidos a vacas receptoras(en fresco) o congelados para su
posterior uso. Durante esta etapa destacan la presencia en el medio de
cultivo de diversas fuentes de energia como la glucosa y aminoacidos

esenciales y no esenciales(40)

20.1 Cultivo de los embriones

Los medios utilizados para el cultivo de los embriones bovinos han
sido clasificados en tres categorias(16,18,20,26,42,43):

Indefinidos: cuando se utiliza suero y cocultivo con células somaticas.

Semidefinidos: cuando se omite el cocultivo y el suero se reemplaza

por albumina sérica.
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Definidos: cuando el suero se reemplaza por macromoléculas
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como el polivinil alcohol o la polivinil pirrolidona.

Existen numerosos medios de cultivo disponibles para permitir el
desarrollo de los embriones bovinos in vitro y aunque es posible alcanzar
estadios preimplantacionales avanzados mediante la utilizacion de los
mismos, la cantidad y la calidad, comparados con los obtenidos in vivo aun
no son del todo satisfactorias(16,18,20,26,42,43).

Los sistemas de cultivo in vitro pueden clasificarse de la siguiente

manera:

Co-cultivo: Involucra la asociacion de los cigotos con otro tipo de
células en el medio de cultivo. Para esto se utilizan células somaticas tales
como las células de la granulosa u oviductales, que al desarrollar puede
producir y liberar factores de crecimiento, hormonas, etc, que podria
favorecer el desarrollo embrionario temprano. Se ha propuesto que las
células somaticas podrian remover sustancias toxicas o disminuir la tension
de oxigeno en el microambiente que rodea al embrion. Actualmente los
cultivos se realizan en estufas que controlan el CO2 y el O2 para lograr un
ambiente con presiones parciales entre 40-60 mmHg, las cuales son
similares a las registradas en el oviducto de algunas hembras

mamiferas(18,26).

Definidos-no definidos: Refiere a aquellos donde se tiene o no
conocimiento de todos los componentes con los cuales son preparados. En la
actualidad los medios de cultivo tienden a ser de composicion definida, lo
cual ayuda a determinar los requerimientos especificos de los embriones y

hacen posible la repetibilidad de los resultados(16).

Secuenciales o no secuenciales: Los no secuenciales son aquellos
sobre los cuales no se efectua modificaciones a lo largo del cultivo, mientras
que los secuenciales son aquellos en los cuales la composicidon va siendo

modificada, mediante la adicién de sustancias o el recambio del medio en
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funcién de los requerimientos o para eliminar productos del

ARGE NTINA

metabolismo embrionario que podria afectar su viabilidad(16).

20.2 Parametros biofisicos y elementos inorganicos para los

medios de cultivo

Varios autores coinciden en que los parametros biofisicos y los
elementos inorganicos mas importantes a controlar en los medios de cultivo

embrionario son los siguientes(26,42):

* Osmolaridad. Teniendo en cuenta los valores observados en las
secreciones uterinas, podria asumirse que lo o6ptimo seria 280 + 20
mOsm/Kg. Sin embargo, existe evidencia que indica que valores de alrededor

de 245 mOsm/Kg favorecerian el desarrollo embrionario(26,42).

* pH. La mayoria de los embriones de mamiferos cultivados in vitro
desarrollan un pH neutro o ligeramente alcalino, encontrando los mejores

resultados entre 7,2y 7,6.

* CO2 y O2. La fase gaseosa mas utilizada es aquella compuesta por
5% CO2 en aire para la maduracion ovocitaria y fertilizacion, y 5% 02, 90%
N2 y 5% CO2 para el desarrollo embrionario. Estas son similares a las

registradas en el oviducto de algunas hembras mamiferas(26,42).

* El fluido oviductal bovino y ovino se caracteriza por bajos niveles de
Na y altos niveles de K, comparados con los niveles plasmaticos. Estos dos
elementos son cuidadosamente balanceados al formular los medios de

cultivo, asi como: magnesio, calcio, bicarbonato, sulfatos y fosfatos(26,42).

* El agua es el componente que participa en mayor proporcion en la
formulacion de cualquier medio de cultivo y su grado de pureza esta
fuertemente relacionado con el desarrollo embrionario. Las fuentes de agua
utilizadas han sido el agua de lluvia, la obtenida por sucesivas destilaciones o
actualmente la producida por sistemas de purificacién que utilizan el principio

de 6smosis reversa. En estos ultimos equipos, el grado de pureza del agua
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puede ser controlado mediante la determinacién de su resistencia
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al paso de la corriente eléctrica (cuanto mayor sea ésta, mayor
sera su pureza). La mayor resistencia ofrecida es 18,3
megaohms-cm a 25°C”(26,42).

En todos los casos no se recomienda almacenar por largos periodos el
agua que va a ser utilizada en medios de cultivo debido a la contaminacion

con metales pesados liberados desde los envases de plastico o vidrio(26,42).

Compuestos organicos.

Actualmente, existe una gran cantidad de informacién, no siempre
coincidente, referida al efecto de ciertas hormonas, factores de crecimiento y
compuestos macromoleculares, sobre el desarrollo embrionario. Sin
embargo, dos componentes son constantes en las formulaciones finales de
los medios de cultivo utilizados corrientemente en la produccién in vitro de

embriones(22). Estos son:

Fuente de energia. “Las fuentes de energia mas utilizadas en los
medios de cultivo de embriones son, en general, el lactato, el piruvato y la
glucosa. Se ha demostrado que durante los primeros estadios, antes de la
activacion del genoma embrionario, los embriones utilizan preferentemente
piruvato, lactato y glutamina como fuente de energia, aumentando
considerablemente la utilizaciéon de glucosa en estadios mas avanzados de

desarrollo(22).

Con respecto a los lipidos, poco se sabe acerca de la importancia que
tendrian en la produccion de energia durante el desarrollo embrionario
temprano. Sin embargo, en los ultimos afios se ha debatido la posibilidad de
mejorar la viabilidad de los embriones criopreservados a través de la adicion
de ciertos componentes lipidicos a los medios de cultivo, especificamente
acido linoleico no como fuente energética, sino como fluidificador de las

membranas plasmaticas(22).
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Aminoacidos.- Varios autores indicaron que los aminoacidos
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se encuentran dentro de los elementos mas importantes como
participantes de la regulacion del desarrollo embrionario. Estos
elementos serian utilizados como fuente de energia, como buffer intracelular
y para la sintesis de proteinas, siendo incorporados por transportadores de
membrana especificos regulados en funcion del estadio de desarrollo 0 en

respuesta a sefiales externas(43).

La albumina constituye uno de los componentes mas importantes del
suero sanguineo. Debido a la presencia de grupos reactivos en su molécula,
puede unirse a diferentes sustancias (acidos grasos, hormonas, etc.) y
transportarlas en sangre hasta sus O&rganos blanco. Junto con la
inmunoglobulina G, son las proteinas mas abundantes del fluido oviductal, y

su pureza puede variar entre lotes(43).

Algunos de los efectos benéficos que justifican la utilizacion del suero

y la albumina son(16):

* Proteger a los embriones en cultivo de sustancias toxicas (ej. metales

pesados). « Aportar factores de crecimiento y ciertas hormonas.

* Reducir la tension superficial del medio, evitando que los embriones

se adhieran al instrumental (placas de cultivo, pipetas, tubos, etc.).
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Imagen 35. Representacion grafica de la evolucién del embrién.

(Ultimas noticias ciencia)

21. Siembra del embrién

Una vez que el embridn alcanza los 7 dias de edad, y su estado es de
morula o blastocisto, esta en condiciones de ser transferido a una hembra
receptora para llevar a cabo la prefiez y parto. El embrion es cargado en una
pajuela idéntica a las usadas para semen, o sea de 0.5 ml. El embrion va
colocado en el centro de la pajuela, que debe tener dos camaras de aire (ver
imagenes n°36 y n°37). La pajuela con el embrion se carga en una pistola de

inseminaciéon(31).

Por otro lado la técnica de siembra del embrion en la hembra
recipiente es similar a la de la inseminacion pero la pipeta en la que va la
pajuela que contiene el embridn debe ser introducida en el cuerno uterino
ipsilateral al ovario que tiene el cuerpo luteo. De modo que el primer paso es
verificar en qué ovario esta ubicado el cuerpo luteo y sembrar el embridén en

el cuerno uterino del mismo lado(29).
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La pipeta debe ser introducida en el cuerno uterino con sumo
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cuidado para no hacer dafio a la mucosa uterina(45).

El diagnostico de prefiez se puede hacer a los 28 dias de gestacion.
Conviene confirmar la prefiez y la evolucion del feto al menos un par de

veces durante la prefiez(7).
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Imagen 36. Representaciéon grafica de una pajuela con el embridn,

la pipeta plastica y la pistola de Cassou armada lista para implantar el
embrién. (Del campo. M)
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Figura 1. Representacién esquemadtica de una pajuela con un embrién congelado (Gorlach
1997).

Imagen 37. Representacion grafica de una pajuela con un embrién

congelado. (Betancourth F, Caceres G)
22. De la hembra receptora

La hembra bovina que va a recibir el embrion y que va a llevar
adelante la prefiez hasta el parto debe reunir una serie de cualidades, de las
cuales la mas importante es que esté en el mismo dia del ciclo sexual que la
edad del embrion, es decir que como los embriones son de 7 dias de edad, la
hembra receptora debe estar en el dia 7 de su ciclo sexual, con un cuerpo
luteo bien desarrollado. Debe tener buen desarrollo fisico, y es conveniente
que sea de fertilidad conocida, es decir que haya tenido al menos una cria.
También estar bien alimentada, y es conveniente que esté en balance

energético positivo, es decir que esté ganando peso(20).

Otro punto a tener en cuenta es que la hembra debe estar un buen
estado sanitario, habiendo recibido un programa de inmunizacion adecuado a

la zona, que prevenga enfermedades infecciosas que causen aborto o
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pérdidas, y un control de enfermedades parasitarias que afecten la

fertidad, como la neosporosis, la toxoplasmosis o la

trichomoniasis(20).

La hembra recibe el embridon y, si queda prefiada, debe recibir los

cuidados adecuados para una hembra gestante(56).

23. El uso de semen sexado en FIV

En experiencias realizadas en Japon y en USA se ha podido
comprobar que se puede usar semen sexado para fertilizar ovocitos, pero
puede haber diferencias en el desarrollo posterior de los embriones hasta el
estado de blastocisto, pero tiene significativa importancia el aspecto individual
de cada toro(26).

Las tasas de fertilizacion con semen sexado son similares a las tasas
de fertilizacion con semen no sexado, pero se advirtieron diferencias en en
cuanto al desarrollo posterior de embriones que habian sido fertllizados con
semen de algunos toros, o sea que el factor individual tiene importancia pero
no el hecho de haber sido sometido a la citometria de flujo para separar
espermatozoides de uno y otro sexo.(26, 33, 34, 36, 37, 50, 52,54).

El uso de semen sexado en FIV es de alto interés en ganado lechero,
en el que los propietarios prefieren tener terneras y no terneros. O en
determinadas producciones carniceras que por el contrario deseen obtener

machos para producir novillos y no hembras (33,52).

24. Resultados

El porcentaje de clivaje, es decir de ovocitos fertilizados que se
duplica y se transforma en un embrién de 2 células, va del 58 al 76%.
El porcentaje de embriones que culminan la incubacién y al cabo de 7
dias se han transformado en blastocistos, va del 26 al 54%. Existen

grandes y significativas diferencias individuales entre hembras, por lo
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que este dato es un dato mas a tener en cuenta al seleccionar

hembras por superioridad genética(1).

Las razas indicas rinden mas ovocitos por cada procedimiento de
OPU : en promedio de las hembras Nelore se obtienen 23/24 ovocitos
totales de los cuales 14/15 son viables. En cambio de razas britanicas
0 cruza europeas se obtienen 12/13 ovocitos, de los cuales 6/7 son
viables. Por otro lado en cuanto a obtencion de blastocistos luego de 7
dias de incubacion las diferencias no son tan grandes; de las razas
indicas se obtienen 48/49 % de blastocistos, y en las britanicas o cruza
europeas se obtienen 40/42% de blastocistos sobre ovocitos

fertilizados y cultivados.(1)

En cuanto a prefieces obtenidas con estos blastocistos sembrados
en hembras receptoras, se obtienen en promedio en todo el mundo un
37% de prefieces al dia 30 y un 33% de prefieces al dia 60. El
procedimiento OPU/FIV permite obtener 8 embriones y 3 prefieces en
cada ocasion, y se puede aplicar hasta 2 veces por semana en la

misma vaca sin consecuencias indeseables, durante semanas(20).

De las vacas de alta produccion de ovocitos viables se pueden
obtener hasta 55/60 ovocitos en cada procedimiento, de las vacas de
mediana produccién 30/33 ovocitos, y de las vacas de baja produccion

se obtienen 10 ovocitos en promedio(20).

Las hembras bubalinas pueden ser sometidas al procedimiento
OPU/FIV, pero su rendimiento es bajo: rinden 2, 3 ovocitos por
coleccion, de los cuales el 65 % son viables, y se obtienen 0.25

embriones de bufalo transferibles por cada procedimiento(1).

25. Conclusion

Hace 40 afos que se aplica la FIV en bovinos, y los avances han ido a
la par de los avances en FIV en humanos. Los primeros afnos se la aplicaba

en hembras con problemas reproductivos o que simplemente no respondian
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a los tratamientos de superovulacién tradicionales y no producian
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embriones. Las biotecnologias reproductivas en bovinos han
demostrado significativos avances en los ultimos afios, y la
produccion in vitro de embriones ha crecido significativamente en USA,
Sudameérica y en Europa. De todas las biotecnologias, la que mas avances
muestra semana a semana es la Fertilizacién in vitro, a pesar de tener
todavia algunos obstaculos a vencer, como el uso de semen sexado, que
sigue dando menores resultados de prefiez que el semen sin sexar, o la
congelacion de ovocitos, o la maduracién in vitro de oocitos inmaduros, que
no tiene los mismos resultados que la maduracion in vivo, o la menor
resistencia a la criopreservacion que tienen los embriones producidos in vitro

frente a la mayor criotolerancia que tienen los embriones producidos in vivo.

Por lo tanto se puede decir que los embriones producidos en el
laboratorio se implantan menos y congelan peor que los embriones
producidos in vivo. También tienen mayores pérdidas embrionarias y fetales

que los otros. Esos son los desafios de los préximos afios.

En nuestro pais todavia la FIV no esta difundida como en Brasil, a
pesar de ser de facil realizacidén y tener muy buenos resultados con animales
problematicos o que no responden a los tratamientos de superovulacion y
coleccién de embriones tradicionales. La Fertilizacion in vitro no va a
desaparecer sino todo lo contrario; a los productores les interesa mucho
poder producir embriones con sexo conocido, sobre todo a los productores
lecheros. También se puede hacer seleccion gendmica en el estado de
blastocisto.La selecciéon gendmica de animales jovenes, la produccion de
embriones sexados y las técnicas de criopreservacion aseguran el futuro de
la FIV.

El propésito de esta tesina es difundir las ventajas de esta técnica en
la esperanza de verla implementada a lo largo y ancho del pais, y

especialmente en la provincia de San Luis.
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