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Aspiracion folicular transvaginal guiada
por ultrasonografia (OPU), Produccion in vitro
de embriones (P1V) y semen sexado en la reproduccion
bovina

Aitor de Ondiz Sanchez
Salvador Ruiz Lépez

OVUM PICK UP (OPU) Y PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES
(PIV) EN GANADERIA

La técnica de aspiracién folicular transvaginal guiada por ultrasonografia
(OPU, Ovum Pick-Up), desarrollada originalmente para la reproduccién asistida en la
especie humana fue usada por primera vez en ganado vacuno en Holanda al final de la
década de los afios 80. El empleo de la OPU de forma rutinaria en reproduccién asisti-
da veterinaria se inicia en 1994. Se trata de una técnica que puede ser usada en vacas
en distintos estados fisioldgicos (ciclicas, no
ciclicas, durante el primer tercio de la gesta-
cién y en aquellas que no responden a esti-
mulos hormonales), en animales viejos con
desérdenes reproductivos de origen no gené-
tico, y en terneras y novillas prepuberes a
partir del 6°-8° mes de edad (Ruiz, 2010)
(Fig. 1).

Las grandes expectativas creadas por
los procedimientos de produccién de em-
briones in vivo se han visto defraudadas con
el tiempo. Ello es consecuencia de que su
rendimiento no es tan elevado como se supo-
nia en un principio (estabilizado en torno a
4,.8 embrione.s tran§feribles en la especie bo- Figura 1. Operador procesando una
vina), a la existencia de hembras que no res-  yaca por OPU.
ponden a los tratamientos para inducir super-
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ovulacidn, a la necesidad de respetar periodos de descanso entre dos recogidas conse-
cutivas y a la obligatoriedad de que las donantes estén en perfectas condiciones gine-
coloégicas, situacion dificil de mantener en hembras multiparas. Estas circunstancias
han creado la necesidad de desarrollar un procedimiento alternativo para la produc-
cién de embriones: 1a produccién de embriones in witro (PIV) (Herradén et al., 2007)
(Fig. 2).

Figura 2. A. Embriones bovinos producidos in vitro. Se observan 5 blastocistos de 7-8
dias (*) y algunos embriones de desarrollo retrasado (Microscopia de contraste de fases). °
B. Blastocisto bovino (Microscopia de fluorescencia. Tincion Hoechst 33342).

La OPU supone una alternativa a la PIV de embriones bovinos realizada me-
diante el empleo de ovocitos procedentes de matadero. En la OPU se trabaja con ovo-
citos obtenidos de vacas vivas utilizando material genético de origen conocido. Usan-
do esta técnica se consigue producir un mayor nimero de embriones (hasta 100 em-
briones al afio por vaca) que los obtenidos mediante protocolos estindar de transfe-
rencia embrionaria (TE). La aplicacién conjunta de ambas tecnologias (OPU/PIV)
permite la produccién de mds de 50 terneros por vaca donante y afio (van Wagtendon-
k-de Leeuw, 2006). Ambas se convierten en herramientas adecuadas para obtener na-
cimientos adicionales de hembras donantes de alto valor genético que no pueden ser
sometidas a un programa convencional de superovulacién. Los datos estadisticos pu-
blicados por la International Embryo Transfer Society (IETS) indican que durante el afio
2006 se obtuvieron 440.000 embriones bovinos a nivel mundial mediante PIV, de los
que fueron transferidos unos 290.000, cerca del 66% del total de embriones (Thibier,
2007).

La OPU es una técnica de la cual no se esperan significativos avances en el futu-
ro; sin embargo en la PIV, la mayor comprension del embrion a través de la aplicacién
de tecnologias genéticas tales como los micro-arrays, puede proporcionar informacion
adicional para el desarrollo de un ambiente in vitro semejante al desarrollo embriona-
rio in vivo. Esta mejora de los medios de cultivo debe dar lugar a mayores tasas de de-
sarrollo embrionario, asi como a un incremento de la calidad y bienestar de los anima-
les nacidos posteriormente (Camargo et al., 2007).

Con la rapida secuenciacién del genoma en la especie bovina se identificardn los
genes para los rasgos de interés econémico los cuales podra estar disponibles en los
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préoximos anos. La OPU/PIV en este escenario futuro serd de gran valor en la multi-
plicacién rapida de genes raros o de locus de rasgos cuantitativos (QTL) de alto valor
econémico. A su debido tiempo, se estima el uso a gran escala de la seleccién asistida
de marcadores o la seleccién genética asistida (MAS/GAS) en los programas de selec-
cién productivos y reproductivos. Ademads, la OPU, y en particular la PIV, constitu-
yen la base de otras tecnologias mas avanzadas como son la clonacién y la transgénesis
(van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).

OPU/PIV EN LA GANADERIA DEL TROPICO

Los bovinos tipo cebt (Bos indicus) son animales muy utilizados en los paises de
zonas tropicales, tanto para la produccion de carne como de leche. Los animales Bos
indicus estin bien adaptados a los ambientes tropicales, demuestran una gran toleran-
cia al calor y por lo general, tienen un mejor desempeiio reproductivo en las regiones
tropicales y subtropicales que los animales Bos taurus (Camargo et al., 2007).

El nimero de estudios sobre aspiracion folicular (OPU) en donantes Cebi es li-
mitado (Coutinho ez al., 2007; Ramos ez al., 2007; Viana et al., 2010). Estas razas difie-
ren considerablemente del Bos taurus en dindmica folicular ovirica incluyendo el na-
mero de ondas foliculares, la tasa de crecimiento folicular, el tamafo maximo del foli-
culo dominante, la maduracién ovocitaria y la expresion génica embrionaria. Por lo
tanto, los datos facilitados por razas Bos taurus no deben ser extrapolados a animales
Bos indicus (Camargo et al., 2007, 2010; Torres et al., 2007; Viana et al., 2010).

En un reciente informe (Thibier, 2007) un pais de la zona tropical como Brasil,
se encuentra clasificado como el segundo en el mundo por el nimero total de embrio-
nes producidos por MOET (Ovulacién Miiltiple y Transferencia de Embriones), y
estd en el primer tercio de la lista de los productores de embriones por OPU/PIV. Esto
se podria explicar debido al hecho que existe un creciente interés de estos paises para
adquirir genética superior de animales Bos indicus y en particular, de raza Nelore
(Pontes et al., 2009). Se ha reportado que las vacas Nelore tienen un mayor ntimero de
foliculos ovéaricos en comparacién con razas Bos taurus, con medias de 18 a 25 ovocitos
obtenidos por sesién de OPU, sin empleo de hormonas exdgenas o de protocolos de
sincronizacién. En Brasil trabajan actualmente mas de 40 laboratorios privados de
PIV (Pontes et al., 2009).

En vacas Gyr sometidas a OPU (Viana et al.,, 2010) se han logrado mejores tasas
de recuperacién con el empleo una vez por semana de OPU que dos veces por semana
(8,9+0,8 ws. 7,0%0,7, P<0,01). Se recuperaron mds complejos-cimulo-ovocito
(CCOs) grado I en el grupo de OPU dos veces/semana (22,6% vs. 13,3%, P <0,01) pero
no se hallaron diferencias en los porcentajes de divisién embrionaria entre grupos,
aunque el porcentaje de embriones en estadio de blastocisto fue mayor en este tltimo
(OPU dos veces/semana) (31,8% vs. 21,6%, P<0,01). Las ventajas de la utilizacién de
OPU dos veces/semana compensa la mayor tasa de recuperacién de ovocitos en el sis-
tema de OPU una vez/semana, lo que demuestra una mayor capacidad de produccién
embrionaria. Las repetidas aspiraciones de foliculos pueden producir alteracion de la
dindmica folicular ovarica debido al aumento de la tasa de crecimiento folicular, aun-
que la presencia de un foliculo dominante durante intervalos cortos entre las sesiones
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de OPU no afecta a la calidad de los CCOs, excepto cuando estd presente un foliculo
codominante. Esto prueba que las vacas Gyr pueden ser utilizadas como donantes de
ovocitos en un sistema OPU/PIV (Camargo et al., 2010; Viana et al., 2010).

En una experiencia llevada a cabo en vacas Nelore en Brasil, en la que se compa-
raba MOET y OPU/PIV, se recogieron 25,6+15,3 ovocitos inmaduros por sesiéon de
OPU. El ntimero de embriones producidos por OPU/PIV (9,4+5,3) fue mayor que en
el método MOET (6,7+3,7, P<005). Por otra parte, las tasas de prefiez después de la
transferencia fueron menores en PIV (33,5%, P <0,05) que en embriones derivados de
MOET (41,5%); sin embargo, se concluyé que fue posible producir mis embriones y
gestaciones por OPU/PIV en comparaciéon con MOET (Pontes et al., 2009). Este estu-
dio confirma que la produccién de ovocitos es un aspecto tinico de la raza Nelore (Bos
indicus), ya que el niimero de ovocitos/sesion de OPU obtenido en estos animales (25,6)
es considerablemente superior a los resultados reportados en diferentes razas bovinas
Bos taurus, con valores que fluctiian entre 3,9 y 10,6 ovocitos/sesion segiin diferentes es-
tados reproductivos con y sin pre-estimulacién hormonal (Ruiz et al., 2009).

La eficiencia de las tecnologias de embriones resulta dependiente del costo eco-
némico que supone la produccién de un ternero vivoe. Desde un punto de vista comer-
cial, el costo de cada embrién producido por OPU/PIV resulta aproximadamente 1,5
veces mayor en comparacién con el método MOET, con exclusién de los costos deri-
vados del semen (Pontes ef al., 2009).

El ganado Bos indicus ha mostrado un mejor desempefio reproductivo que el Bos
taurys en regiones tropicales y subtropicales. Esta adaptacion puede implicar diferen-
tes mecanismos. Una disminucion severa en la calidad de los ovocitos de vacas Hols-
tein se observd en la temporada mas calida en comparacién con la temporada fria,
mientras que no se detectaron diferencias en los ovocitos obtenidos de vacas Brahman
(Bos indicus) en distintas estaciones (Rocha et al., 1998). Por otra parte, los linfocitos
de vacas Brahman y Senepol fueron menos susceptibles a la apoptosis inducida por el
calor (Paula-Lopes et al., 2003), lo que sugiere un mecanismo de proteccién de las cé-
lulas en animales Bos indicus. Algunos de estos mecanismos son proteinas de choque
térmico tipo chaperonas (HSP), que promueven la proteccion celular contra el dafio
por calor, evitando la desnaturalizacién de las proteinas y el bloqueo de la apoptosis.
La transcripcion de estas HSP se incrementa durante el choque térmico, lo que puede
ser un indicador de estrés en embriones bovinos (Wrenzycki et al., 2001).

Camargo et al. (2007) analizaron y cuantificaron la expresién relariva de la pro-
teina HSP70-1 en ovocitos inmaduros (obtenidos por OPU/PIV) de vacas Holstein y
Gyr por PCR en tiempo real después de transcripcién inversa. La tasa de divisién em-
brionaria fue mayor (P<0,05) para vacas Gyr (66,7%) que en Holstein (53,1%) y la
produccién de blastocistos fue de 19,6% frente a 10,8%, respectivamente, aunque las
tasas de prefiez no fueron diferentes estadisticamente después de la transferencia a las
receptoras (44,5% para Gyr y 60% para Holstein). Los ovocitos inmaduros Holstein
tenian un nivel mds alto de expresion relativa de HSP70-1 (P <0,05) (1,82+0,22) que
los ovocitos obtenidos de vacas Gyr (1,12+0,11). En conclusién, los ovocitos de vacas
Gyr obtenidos en una regién tropical fueron menos susceptibles al estrés calérico y
mas propensos al desarrollo, después de FIV, que los ovocitos Holstein (Camargo et
al., 2007).
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TECNOLOGIA DEL SEXADO DE ESPERMATOZOIDES EN EL BO-
VINO

Desde el nacimiento del primer animal utilizando semen sexado han transcu-
rrido més de 20 afios (Johnson et al., 1989) y se ha invertido mucho tiempo y dinero en
la mejora y perfeccionamiento de la tecnologia del sexaje de espermatozoides. En la
actualidad, la separacién y clasificacién por citometria de flujo (Beltsville) sigue sien-
do el inico método valido para la preseleccion del sexo (Fig. 3) y hasta la fecha, se han
producido cientos de miles de crias con semen sexado en una amplia variedad de espe-
cies, incluyendo conejos (Johnson et al., 1989), cerdos (Johnson, 1991), bovinos (Cran
etal., 1993), ovejas (Cattet al., 1996), équidos (Buchanan et al., 2000), bifalos (Presicce
et al., 2005), perros y gatos (de Graaf et al., 2009) y humanos (Levinson et al., 1995).

El uso de la tecnologia del sexado de espermatozoides hasta el momento no estd
exenta de dificultades. Los resultados de fertilidad siguen siendo variables a pesar de
su uso comercial durante casi una década, lo que es debido en parte a la reducida espe-
ranza de vida de los espermatozoides des-
pués del proceso de seleccién y de congela-
cién (Rath et al., 2009). Se han reportado
factores técnicos y biolégicos como los res-
ponsables del problema. Estos incluyen la
velocidad de separacién de las células X de
las células Y, el almacenamiento antes y
después del proceso de seleccién-separa-
cién y la posterior calidad de los esperma-
tozoides sexados. Se ha demostrado en es-
tudios in vitro que los espermatozoides se-
xados tienen una disminucion de su viabi- : R
lidad y alteraciones de sus membranas en Figura 3. Citometro de flujo para sexado
comparacién con espermatozoides no se- de e_SPermatOZ‘fides’ mf’del° Mo-Flo SX
xados en el verraco (Maxwell & Johnson, equipado con laser arg6n (Foto por cor-
1997). Es posible que esto ocurra debido a tesia I.)r. Detl?f Rat.h’ h.'sm“t fiir .

. ., . . Nutztiergenetik. Friedrich Loeffler Insti-
queel s.exado mduce_ la reaccion acrosémi- e (FLI). Mariensee, Alemania).
ca parcial y la capacitacién espermatica.

En dltima instancia, estas dificultades se han eludido por el uso de tecnologias
que emplean un pequefio nimero de espermatozoides viables. Hace algunos afos se
emplearon la inseminacién oviductal quiriirgica, los sistemas de FIV y 1a ICSI (inyec-
cién intracitoplasmitica de espermatozoides); sin embargo, con el advenimiento de
nuevas maquinas seleccionadoras de alta velocidad y el aumento relativo del nimero
de espermatozoides sexados, se ha orientado hacia la utilizacién de dosis o pajuelas
con bajo numero de espermatozoides en IA tradicional (Maxwell et al., 2004). Por otra
parte, para satisfacer la demanda econémica sélo un 10-15% del nimero de esperma-
tozoides, comparado con semen no sexado, se cargan en cada pajuela, limitando atin
mas las posibilidades de fecundacidn. La separacion de espermatozoides X o Y en las
poblaciones animales mediante citometria de flujo es una tecnologia reproductiva
emergente y junto con la determinacién del sexo por biopsia embrionaria, represen-
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tan actualmente los métodos mds fiables para conseguir descendencia de un sexo de-
terminado (Rath et al., 2009).

El sexado de semen es una técnica prometedora para la industria lictea, porque
siempre hay un mercado para el excedente de terneras producidas pero no parael caso
de los terneros. Una mayor disponibilidad de novillas lecheras permite a los produc-
tores tener un programa genético con una mayor presiéon de seleccién, al eliminar
aquellas vacas de primer parto con bajo rendimiento y con menor valor genético (Me-
llado et al., 2010).

Otra ventaja de esta tecnologia es la bioseguridad, ya que permite el abasteci-
miento de novillas de los rebanos propios al aumentar el niimero de hembras nacidas
en la explotacién y la posibilidad de disminuir la distocia en vacas de primera lactan-
cia, ya que las terneras son mds pequefias que los terneros machos (de Graaf et al.,
2009). Sin embargo, a pesar de estas ventajas, las recomendaciones para la aplicacién
comercial de semen sexado han estado limitadas principalmente al servicio de novi-
llas virgenes para obtener mejores tasas de concepcién que las obtenidas en vacas. De
esta manera los productores tendrdn un mejor retorno de la inversidn al utilizar el se-
men sexado mds costoso que el no sexado. Por otra parte, la reduccién en las tasas de
concepcién con semen sexado produce un mayor intervalo de dias vacios en vacas y
una mayor edad al primer parto en novillas, lo cual tiene como desventaja el incre-
mento de los costos de crianza (Garner & Seidel, 2008).

En novillas virgenes, la fertilidad promedio con semen sexado es de aproxima-
damente un 70-80% de la obtenida con el mismo semen sin haber sido sometido a se-
xado, mientras que en vacas se ha reportado una disminucién de 12 a 25 % en las tasas
de concepcién (DeJarnette et al., 2010). En una interesante experiencia usando semen
sexado de tres toros con diferente niimero de espermatozoides por pajuela, se obtuvie-
ron en novillas pertenecientes a 51 rebanos lecheros de EEUU sometidas a 2.125 ser-
vicios, tasas de prefiez de 46,7, 51,2 y 52,5% para 2,1, 3,5 y 5x106 espermatozoides sexa-
dos por dosis, respectivamente, en dos de los tres toros sometidos al estudio. En el ter-
cer toro, la tasa de concepcién en novillas fue significativamente superior con una me-
dia de 59,6% al utilizar 5 10% espermatozoides por dosis. El mismo estudio revela en
vacas (con 2.369 servicios y 53 rebaifios) tasas de prefiez de 27,0, 29,1 y 30,3% para 2,1,
3,5 y 5x 106 espermatozoides. Los autores concluyen que el toro y el niimero de esper-
matozoides por dosis no afectan las tasas de concepcién en vacas lecheras, pero si en
novillas (DeJarnette et al., 2010). Otros autores difieren de estos resultados y explican
este hecho porque disminuye la capacidad fecundante del espermatozoide bovino se-
xado al inseminar con una baja concentracién de espermatozoides (Rath et al., 2009).

Un protocolo para la conservacién de espermatozoides de toro, emplea un nue-
vo protocolo experimental, denominado Sexcess® (Rath et al., 2009) que plantea la po-
sibilidad de alargar la vida util de los espermatozoides sexados bovinos. La motilidad
y laintegridad del acrosoma incrementan significativamente con este protocolo y los
resultados de tasas de concepcién en vaquillas con toros probados conservados con
Sexcess® y con un régimen estdndar de IA no difieren de los obtenidos por IA regular.
Es importante aclarar que ademds de las mejoras en la tecnologia de seleccién en si, se
recomienda una pre-seleccién de los toros para utilizarlos en la produccién de semen
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sexado. En la actualidad, no existe un método de prediccion fiable para determinar si
un toro es o0 no adecuado para un programa de sexado de semen (Rath et al., 2009).

Lamayoria de los estudios con semen sexado se han llevado a cabo en ambientes
templados, con la diferencia que se han realizado pocos estudios del uso de semen se-
xado en vacas mestizas en un ambiente tropical (Mellado ez al., 2010). En vacas mesti-
zas ubicadas en un drea cdlida (subtropical himeda) del oeste de México, se realizaron
649 inseminaciones con semen sexado de toros Gyr (Bos indicus) en vacas mestizas
(Holstein x Gyr) durante otofio e invierno. El porcentaje de prefiez disminuyé signifi-
cativamente cuando se usé semen sexado contra no sexado (22,7 vs. 37,7%, P<0,01).
La temperatura (en el mes mas calido, noviembre) produjo una reduccién de 21 pun-
tos sobre la tasa de prefiez en las vacas de primer servicio, en comparacidn con las va-
cas cuya primera inseminacion se llevé a cabo en diciembre. El nimero de servicios
por prefiez aument6 de manera sustancial (4,71 +1,35 vs. 2,13+2,43, P<0,01) cuando
se asoci6 con el mes mds cilido del periodo del estudio (noviembre), respecto a los me-
ses de invierno. Las tasas de prefiez de las vacas (33%) no fueron afectadas porel toro y
el protocolo de sincronizacién del estro, aunque el inseminador si tuvo un efecto sig-
nificativo (P<0,01). El estudio concluy6 que el uso de semen sexado de toros Gyr para
inseminar vacas Holstein X Gyr, en laregion de referencia, redujo la tasa de prefiez en
15 puntos porcentuales con 91% de terneras producidas. También manifiesta que la
tasa de prefiez depende del inseminador, por lo que la cuidadosa seleccién de los mis-
mos es necesaria en granjas lecheras comerciales al emplear esta tecnologia (Mellado
et al., 2010).

La utilizacién del semen sexado, en las condiciones del estudio, en el programa
de IA en vacas no fue eficiente porque la tasa de prefiez fue muy baja, por lo que se re-
comienda, al igual que otros autores, que esta tecnologia se limite, al menos por el mo-
mento, a su empleo en novillas virgenes con el fin de tener un mayor éxito en la practi-
ca ganadera comercial (Mellado et al., 2010).
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