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Capitulo LXXX

Produccion de embriones in vivo e in vitro utilizando
novillas Gyr lechero como donadoras

Rumualdo Gonzilez Fernandez

En la actualidad existen dos métodos para la produccién de embriones en bovi-
nos, los mismos han sido conocidos como in vive e in Vitro. Ambos métodos han teni-
do como principal objetivo incrementar de forma mds acelerada la descendencia de
donadoras elite para conformar rebafios genéticamente superiores.

La produccién In vivo de embriones es lograda a través de la superovulacidn, in-
seminacién artificial y el posterior lavado no quirtrgico del titero de las donadoras
para la obtencién de los embriones. Este método es también conocido por sus siglas
en ingles como MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer). La produccion in vi-
tro de embriones (PIVE) es una tecnologia que requiere inicialmente de una fuente
primaria de oocitos, los cuales son generalmente obtenidos por aspiracién folicular
transvaginal (OPU) de las hembras seleccionadas como donadoras o mediante aspira-
cién folicular de ovarios procedentes de matadero. Los oocitos recolectados después
de la seleccion son sometidos a un proceso de maduracion, el cual serd seguido de su
fertilizacién y por el posterior desarrollo de los cigotos generados hasta lograr alcan-
zar el estadio embrionario de mérula o blastocisto. Todo este proceso es llevado a cabo
a nivel de laboratorio de alli su denominacion “In-vitro”, el cual es identificado a nivel
internacional con las siglas OPU-PIVE.

El método MOET atin cuando fue la primera tecnologia desarrollada para pro-
ducir embriones, su utilizacién todavia continua vigente. Esto se debe a su menor cos-
to y a una mayor tasa de prefiez después de la transferencia embrionaria en compara-
cion con el sistema QPU-PIVE. Por el contrario, el método OPU-PIVE ofrece la ven-
taja de poder ser repetido con intervalos cortos entre sesiones de 7 a 15 dias, lo que
permite lograr mas embriones y prefieces comparado con el método MOET, el cual
requiere de un periodo de descanso mayor de 45 dias, entre dos procedimientos con-
secutivos (Ponte et al., 2009). El objetivo de este Capitulo fue desarrollar un Programa
Genético de mejora productiva en un rebafio tropical adoptando los métodos MOET
y OPU-PIVE para mostrar los resultados de superovulacién y produccién de embrio-
nes, a la vez que evaluar la tasa de prefiez obtenida luego de su transferencia de los em-
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briones utilizando novillas Gyr lechero como donadoras, en una zona tropical (28-32°
C de temperatura).

PROGRAMA DE DESARROLLO GENETICO DE LA RAZA GYR LE-
CHERO EN EL ESTADO ZULIA

Manejo de las hembras donadoras

Como donadoras de oocitos y embriones se utilizé un grupo de 27 novillas Gyr
lechero de 340kg de peso vivo promedio y una condicién corporal entre 3,0 y 3,5 en
una escala de 1-5. Inicialmente se procedi6 a evaluar la actividad ovarica de cada do-
nadora por palpacién rectal y ultrasonografia; todas las novillas seleccionadas como
donadoras habian mostrado un tracto genital desarrollado y ovarios ciclicos, que las
capacitaba para ser sometidas a un programa OPU-PIVE y posteriormente, a una se-
sion MOET. Los animales fueron mantenidos bajo pastoreo y se les suministré sales
minerales, agua fresca ad libitum y una suplementacion de 2kg de alimento concentra-
do/animal/dia.

Produccién in-vitro de embriones (PIVE)

Aspiracién folicular: Antes de iniciar la aspiracién folicular (OPU = ovum
pick-up), los animales fueron sometidos a una adecuada inmovilidad, lavado y desin-
feccidn del tren posterior. A continuacién, se aplicé una dosis de anestesia epidural
con 4cc de lidocaina al 2%. Para la OPU se utiliz6 un procedimiento previamente des-
crito (Seneda et al., 2001; Pontes et al., 2009). Los ovarios y sus foliculos visibles fue-
ron ubicados utilizando un equipo de ultrasonido en tiempo real modo B (Aloka®
UST - 5541-75), con transductor convexo de 7,5Mhz que contaba con su respectiva
guia transvaginal.

Los foliculos visibles fueron punzados y los oocitos aspirados utilizando un ca-
téter desechable 16G x 1,70mm (Jelco®, Smiths Medical, USA), el cual estuvo conec-
tado a través de una sonda fina a un tubo cénico colector de 50ml (Corning®, Acton,
USA). La aspiracién folicular fue realizada por medio una bomba de vacio (WTA®
Biotecnologia, S. Paulo, Brasil) con una presion negativa de 12-15ml/min. El medio
de coleccién fue una solucién salina fisiolégica (0,9% de cloruro de sodio), suplemen-
tada con 5% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®, Life tecnologies, USA), 10ul/ml de
sulfato de gentamicina (Schering-Plough, USA) y 5.000UI/Lt de heparina sdédica
(Gland Pharma Ltda. Hyderabad).

El material aspirado de cada donadora fue pasado a través de un filtro colector
(Agtech, USA) con el fin de concentrar los complejos-ciimulus-oocitos (COCs). A tra-
vés de un estereomicroscopio, los COCs fueron clasificados de acuerdo con los si-
guientes pardmetros: calidad 1, con mis de tres capas de células de cumulus; calidad 2
con menos de dos capas de células del cumulus; calidad 3, aquellos oocitos desnudos
sin células del cumulus, y calidad 4, oocitos en estado de atresia o con citoplasma en
degeneracion.
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Maduracion in-vitro (MIV)

Una vez clasificados los COCs, se procedié a su lavado y disposicién para el pro-
ceso de MIV. La maduracidn se realiz6 durante un periodo de 24h a 38,8°C, en un am-
biente de 5% de CO,, en medio TCM-199 (Gibco®, Life tecnhologies, USA); el medio
estaba suplementado con 10% SFB (suero fetal bovino), Sug de hormona Luteinizan-
te (LH- Ayerst®, Rouses Point, NY, USA), 0,5ug de hormona foliculo estimulante
(FSH- Folltropin®, Vetrepharm, Belleville, Ontario, Canad4), lug de estradiol (Es-
tradiol® 17 Sigma, USA), 2,2ug piruvato (Piruvate®, Sigma, USA) y 50ug/ml de sul-
fato de gentamicina.

Fecundacién in-vitro (FIV)

Para la FIV de los 6vulos desarrollados, se procedi6 a la descongelacién de una
pajuela de semen sexado introducida en agua a una temperatura de 35°C por 20 segun-
dos. El semen fue lavado y centrifugado en gradientes de Percoll 90% y 45% a
13000rpm por 5 minutos. Los espermatozoides fueron capacitados usando heparina
(30ug/ml) y su motilidad fue estimulada por adicién de 40ul/ml de PHE. Seguida-
mente se procedid a la fertilizacién de los oocitos en medio TL Semen suplementado
con albiimina sérica bovina (BSA, Sigma® USA), 5,5ug de piruvato, 44ul/ml de una
solucién de PHE y 11ul/ml de heparina.

Cultivo in-vitro (CIV)

A los presuntos zigotos, 20 h después de la inseminacidn les fue removido par-
cialmente el cumulus de células mediante pipeteo. Finalmente, los embriones des-
pués de tres lavados consecutivos en presencia de medio de fertilizacién fueron culti-
vados a 38,5°C en aire con 5% CO, utilizando gotas del medio de cultivo CR4 suple-
mentado con BSA.

Las estructuras embrionarias resultantes fueron clasificadas de acuerdo a las
normas internacionales de la IETS (Sociedad Internacional de Transferencia de Em-
briones) y posteriormente empacadas en pajuelas de 0,25ml para la transferencia de
los embriones a tiempo fijo (TETF) en receptoras previamente sincronizadas.

PRODUCCION IN VIVO DE EMBRIONES (MOET)

Superovulacién de donadoras

Las novillas donadoras ciclicas, con presencia de un cuerpo liteo fueron trata-
das el dia 0 (cero) con un dispositivo intravaginal de progesterona (DIB® Syntex,
Buenos Aires, Argentina) mds 2,0mg de benzoato de estradiol (Estrosol, Farmaveca,
Venezuela). Entre los dias 5 y 7 se inyectaron con FSH (Pluset®,Calier, Barcelona,
Espaiia) dos veces diaria en dosis decreciente de 70, 60 y 40 UI (dosis total de 170UI).
El dia 8 se inyect6 eCG (Folligon, Intervet, Unién Europea), 200 UL, am y pm (dosis
total 400 UI). El dia 7 pm las mismas donadoras recibieron 150mcg de Cloprostenol®
(Veteglan®, Calier, Barcelona, Espaiia). El dia 8 am GnRH (5,0cc im de Conceptal,
Intervet), i.m. complementado pm con otra dosis 2,0cc Veteglan im, al tiempo que fue
removido el dispositivo La inseminacién artificial (IA) fue realizada a tiempo fijo a
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las 12 y 24h después de haber removido el dispositivo (DIB) empleando semen conge-
lado convencional de toros de raza Gyr. Seis dias después de la IA, es decir 24h antes
de larecoleccién no quiriirgica de los oocito, se procedié a evaluar la respuesta ovérica
mediante conteo del niimero de cuerpos liteos y/o foliculos anovulatorios mediante
ultrasonografia.

Recoleccién y evaluacién morfolégica de los embriones

La recoleccién de los embriones fue realizada una semana después de la insemi-
nacion artificial utilizando un catéter de Foley de dos vias fr 18 y balén 5,0cc. Después
de una adecuada inmovilidad del animal utilizando un brete mecénico, se procedi6 al
lavado y desinfeccion del tren posterior de las novillas, seguido de la aplicacion de una
anestesia epidural con 4,0-5,0cc de lidocaina 2%.

El catéter después de traspasar el cérvix fue emplazado en el cuerpo del ttero
con el fin de realizar el lavado simultdneo de ambos cuernos. Un volumen de 1.000ml
de un medio especial Vigro Complete Flush® (Bioniche, USA) fue empleado para el
lavado. Los embriones recuperados fueron colectados sobre un filtro de separacién
(Agtech, USA). Finalizado el proceso de recoleccién, las donadoras recibieron
300mcg de Veteglan® con el objeto de inducir la luteolisis.

El concentrado de liquido residual presente en el filtro fue vertido en placas de
petri 100x100mm para luego proceder a la bisqueda microscépica de los embriones
mediante una lupa estereoscépica 40x. Las diferentes estructuras embrionarias iden-
tificadas fueron depositadas en placas de petri 35mm, conteniendo medio de mante-
nimiento Vigro Holding® (Bioniche,USA ). La evaluacién y clasificacién morfolégi-
ca de los embriones fue realizada de acuerdo a los criterios de la Sociedad Internacio-
nal de Transferencia de Embriones (IETS). Los embriones grado I, II y III fueron
considerados transferibles (ET), y los embriones grado IV fueron clasificados como
no transferibles (degenerados) al igual que los 6vulos no fertilizados.

Técnica de Transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF)

Los embriones obtenidos tanto de produccion In vive como In vitro fueron
transferidos en novillas receptoras mestizas (cebi x razas lecheras) segiin procedi-
miento previamente descrito (Gonzilez, 2008). Para la sincronizacién se utilizé un
dispositivo intravaginal (Pregnaheat-E®, VIATECA, Venezuela) mis 2ml im de ben-
zoato de estradiol (BE) y 1ml im de prostaglandina PGF,a (Veteglan, Calier, Barcelo-
na) como tratamiento inicial (dia 0). El dispositivo fue retirado el dia 8 aplicando en
ese momento 400Ul de eCG (Folligon, Intervet, Venezuela) mas 1ml de Veteglan y
0,5mg de Cipionato de Estradiol (Pharmacia & Upjon, Kalamazoo USA). Seis dias
después de finalizado el tratamiento de sincronizacién se procedi6 a evaluar ecogrifi-
camente los ovarios, para identificar la presencia y calidad de los cuerpos liteos (CL)
en ambos ovarios. Al siguiente dia (dia 7) se llevo a cabo la transferencia de los em-
briones los cuales fueron depositados individualmente en el cuerno ipsilateral al CL

de cada receptora.
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Luego de 35 dias de la transferencia convencional del embridn, se realizé el
diagnéstico precoz de prefez de las receptoras por medio de la ecografia de ultrasoni-
do, siendo confirmado el resultado de la evaluacién mediante palpacion rectal a los 60
dias.

Resultados y comentarios

Los datos que aparecen en el Cuadro 1 corresponden a los primeros resultados
de produccion tanto de embriones In vivo como In vitro obtenidos de un lote de do-
nantes novillas Gyr lechero en el estado Zulia, Venezuela.

Cuadro 1
Produccién In vivo e In vitro de embriones en novillas Gyr lechero
y tasa de preiiez por transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF)

Técnica N’ de __Embriones Tasa de Prefiez
Sesiones Ne Promedio Embriones %
Vaca Transferidos Prefiez
In vivo 28 119 4,2 101 37,6
In vitro 34 01 29 101 28,7

Enrelacién a la produccién In vivo de embriones obtenidos a través del procedi-
miento MOET se lograron 119 embriones para un promedio de 4,2 embriones trans-
feribles (ET) por donadora colectada. De 101 embriones transferidos a tiempo fijo se
obtuvieron 38 prefieces lo que representa un porcentaje de 37,6% de efectividad. Esta
tasa de prefiez puede considerarse algo inferior a la reportada recientemente por Pon-
tes et al (2009) de 45,6% utilizando embriones cebuinos. Probablemente la condicién
corporal y/o la fertilidad de las novillas receptoras haya podido influir en estos resul-
tados de prefiez.

Con respecto a la produccién in-vitro de embriones de un total de 34 sesiones
OPU-PIVE se lograron 101 ET, para un promedio de 2,9 ET por cada hembra aspira-
da. De 101 embriones transferidos a tiempo fijo se obtuvieron 29 gestaciones lo que
representa una tasa de prefez efectiva de 28,7%. Este valor preliminar de prefiez utili-
zando embriones producidos I» vitro puede considerarse como aceptable ya que se en-
cuentra dentro del rango de los porcentajes de prefiez reportados entre 25 y 35%, en
diversos estudios utilizando embriones FIV con semen sexado hembra en ganado Gyr
(Ferreira et al., 2009).

Estos resultados demuestran las posibilidades de potenciar los programas de
mejora genética utilizando las biotecnologias de punta y las ventajas de utilizar semen
sexado en las ganaderias mestizas en el medio tropical.
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