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RESUMEN

La aspiracion folicular guiada por ultrasonografia (OPU) y la fertilizacion in
vitro (FIV) son técnicas utilizadas como alternativa para la produccion de embriones
bovinos. La OPU es una técnica que puede ser utilizada en hembras prepuber, vaquillas,
vacas adultas, y no menos importante, en hembras con problemas reproductivos
adquiridos e inclusive en vacas prefiadas hasta el tercer y el sexto mes de gestacion. La
OPU-FIV presenta resultados muy variables en cuanto a nimero de foliculos aspirados,
el namero de ovocitos recuperados, viabilidad de los mismos y la produccion de
blastocitos. Este trabajo tiene como objetivo evaluar la eficiencia productiva de la
aspiracion folicular sucesiva en hembras de la raza Brangus. Con ese fin se evaluaron
95 aspiraciones foliculares de 13 hembras Brangus con siete y ochos punciones
sucesivas con un intervalo aproximado de 1,5 mes entre cada una donde se analizan
ovocitos totales, clivaje y produccion total de embrion. La media para las siguientes
variables fue total de ovocitos (29,57), cultivo in vitro (17,59), clivados (13), porcentaje
de clivaje (63,92%), total de embriones (5,25) y porcentaje de embriones (25,48%). Las
donantes evidenciaron tras el procedimiento una correlacion lineal negativa tanto en la
obtencion de ovocitos totales, clivaje y produccion de embrién total y por vaca
examinada. Considerando los resultados del presente estudio, se concluye que dichas
variables a medida que se realizan las sesiones va bajando su produccién, lo cual en

términos generales se observa de la primera a la séptima u octava aspiracion folicular.



INTRODUCCION

El uso y desarrollo de biotecnologias de reproduccion animal son condiciones
indispensables para aumentar la eficiencia productiva. En este sentido, especialmente
con respecto a los rumiantes domésticos, se han utilizado con éxito biotecnologias como
la inseminacion artificial (IA), la fertilizacion in vitro(FIV) y la transferencia de
embriones(TE) (Figueredo et al., 2007)

Los avances obtenidos a lo largo de los afios han permitido una mayor
participacion de la hembra bovina en el proceso de mejora genética del rodeo, ya que el
numero de descendientes que dejo una sola hembra a lo largo de su vida reproductiva ha
aumentado significativamente con las técnicas de transferencia y produccion de
embriones in vitro (P1V) (Gongalves et al., 2007).

Las hembras bovinas han sido objeto de varias investigaciones, lo que hizo
posible el uso mas racional de sus gametos. Segun Hafez y Hafez (2000), la hembra
bovina tiene, en el momento de la pubertad, aproximadamente 70.000 a 100.000
ovocitos en sus ovarios, lo que por medios naturales puede generar cerca del 0,01% de
productos viables, es decir, un nimero cercano a diez descendientes a lo largo de su
vida reproductiva (Bols et al., 1997).

Entre las alternativas propuestas para vacas y vaquillas, destacamos la TE, que
se ha utilizado con éxito desde 1951, cuando Willet et al. (1951) hicieron el primer
informe de un producto nacido por esta técnica.

La aspiracion folicular transvaginal es una técnica mediante la cual los ovocitos
inmaduros son recolectados de los foliculos en los ovarios de una vaca viva por
aspiracion guiada mediante ultrasonografia a través de la pared vaginal para
posteriormente ser llevados a la maduracién, fertilizacion, cultivo in vitro hasta
blastocisto (Solis Corrales, 2011).

Dicha técnica fue utilizada inicialmente asegura Palma (2008), en ginecologia
humana y empleada en ganado bovino por primera vez a finales de la década de los 80,
posteriores ensayos llevaron, a principios de los 90 hasta un método poco invasivo y
con alta eficacia para la recoleccion repetida de ovocitos de vacas donantes vivas (Solis
Corrales, 2011).

La técnica de aspiracion folicular transvaginal guiada por ecografia se adopto
para ser utilizada de forma repetida en vaquillas seleccionadas, vacas de alto mérito
genético (Kruip et al., 1994), vacas prefiadas hasta el 3er mes de gestacion (Nibart et al

1995) e inclusive de hembras prepuberes (Nava y Hernandez, 2005) para producir gran
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cantidad de terneros con cualidades productivas conocidas y acortar el intervalo
generacional en los programas de produccion de ganado (Palma, 2008).

Dado que, por cria natural o IA, se puede obtener solo un ternero por vaca al
afio, la aplicacion de nuevas biotecnologias es ideal para acelerar el proceso de mejora
genética. Entonces, con el advenimiento de superovulacion y posterior transferencia de
embriones (SOV-TE), fue posible obtener una produccion promedio de 25 embriones
por afio, totalizando alrededor de 100 embriones en la vida reproductiva de una vaca
(Saumande et al., 1984).

La brecha generacional es uno de los elementos clave en cualquier enfoque
sobre la cria de animales (Betteridge et al., 1989). El desarrollo de foliculos antrales en
terneros a partir de las 2 semanas de edad, conocimiento de las ondas foliculares y la
capacidad de sobre estimular el desarrollo folicular en esta categoria de animales, ofrece
la posibilidad de utilizar animales pre puberes para la recuperacion de ovocitos (Adams
et al., 1994). Dichos ovocitos tienen la misma competencia para la PIV en comparacion
con los obtenidos de animales adultos (Armstrong et al., 1994), pero el numero de
ovocitos recuperados de terneras tiende a ser del 20% mas pequeiio (Nibart et al., 1995).

Katska y col. (1984), observdé que cuanto mayor era el animal, menor era la
actividad ovarica, presentando menos foliculos a aspirar. Por lo tanto, las vacas pueden
producir crias, practicamente desde el nacimiento hasta su senilidad. Su importancia
también radica en que existen muchos casos de cambios en la fertilidad debido a
problemas adquiridos, tales como quistes, adherencias ovaricas y uterinas, metritis,
infecciones crénicas, infecciones de trompas y otras patologias (Looney et al., 1994). La
OPU-F1V permite la produccion de progenie de animales con tales enfermedades (Kruip
et al., 1994), ya que no necesita el resto del sistema reproductivo, si el ovario tiene
foliculos de tamafio suficiente para ser aspirado.

La aspiracion folicular es una técnica muy reciente, desde el nacimiento del
primer ternero producido por FIV que tuvo lugar en 1981 (Bracket et al., 1982) y el
primer ternero nacido por OPU-FIV en el afio 1988 (Pieterse et al., 1988). Por tanto, la
OPU-F1V presenta resultados muy variables en cuanto a nimero de foliculos aspirados,
el numero de ovocitos recuperados, viabilidad de los mismos y la produccion de
blastocistos.

El éxito de la técnica OPU-IVP depende del tamafio de la poblacion folicular
antral (AFP) (Boni et al, 1997) y diferentes factores que influyen directa o

indirectamente en la eficacia de la maduracion, fertilizacion y cultivo de embriones
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(Hendriksen et al., 2004). El tamafio del foliculo antral aspirado tiene una gran
relevancia (Lonergan et al., 2002 y Bagg et al., 2007), como el desarrollo del ovocito,
ya que la competencia continua aumentando a medida que crece el tamaiio del foliculo y
se acerca a la ovulacion (Hyttel et al., 1997). Por lo tanto, el diametro del foliculo
ovarico en el momento de la sesion OPU es uno de los criterios mas importantes
utilizados para mejorar la eficacia de los sistemas de PIV (Vassena et al., 2003).

Los ovocitos recuperados de los foliculos antes de la fase de desviacion han
dado mayor capacidad de desarrollo in vitro para alcanzar la etapa de blastocisto
(Hendriksen et al., 2004, Hagemann et al., 1999; Machatkova et al., 2004). En este
sentido, los ovocitos aspirados de foliculos de 6 mm de diametro tienen mayor
competencia en comparacion con los ovocitos de <4 mm de foliculos (Lequarre et al.,
2005) y son mas propicios para alcanzar la etapa de blastocisto (Lonergan et al., 1994).
Por lo tanto, estrategias para estimular el crecimiento del foliculo antes de la OPU
puede incorporarse para programas OPU-IVP para Bos Taurus.

Aproximadamente el 80-90% de los ovocitos bovinos inmaduros experimentan
maduracidén nuclear in vitro, aproximadamente 80% se somete a fertilizacion, 30-40%
se desarrolla a la etapa de blastocisto, y alrededor del 50% de los embriones transferidos
establecen un embarazo (Wrenzycki, 2016).

La mayoria de las vaquillas que se trabajan con frecuencia, comienzan con un alto
numero de ovocitos, pero el nimero de ovocitos disminuye con el tiempo. A pesar del
mayor nimero de ovocitos producido por las novillas mas jovenes, la tasa de
produccion de embriones es menor que la de las vaquillas mas viejas (21% vs 30%)
(Demetrio, 2020).



OBJETIVO GENERAL
e Evaluar la eficiencia productiva de la aspiracion folicular sucesiva en hembras

Brangus.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar las hembras con 7 u 8 aspiraciones foliculares sucesivas de la base de
datos que comprende registros OPU / FIV de Clientes de Bionorte S.A.

e Analizar los datos de ovocitos totales, clivaje y produccion de embriones de las
hembras Brangus.

e Utilizar la informacion obtenida del analisis para evaluar la eficiencia productiva de la

aspiracion folicular sucesiva.



MATERIALES Y METODOS

Este estudio examiné los datos recopilados desde junio de 2017 hasta junio de
2018 en el centro de Embriones In Vitro de Bovinos Bionorte S.A., ubicado en
Asuncién, en el Departamento Central, Paraguay.

El procedimiento de aspiracion folicular mas la técnica de filtrado, seleccion,
clasificacion y lavado de ovocitos se realizd en el establecimiento ganadero Semon
SR.L. (donde se encuentran las donantes y receptoras), ubicada en San Cristobal,
Departamento de Alto Parana, Paraguay en latitud 25°46'16.2"S vy longitud
55°26"21.3"W, los cuales fueron transportados por una distancia de 300 km hasta el

laboratorio Bionorte S.A., para la fertilizacion y posterior maduracion del embrion.

e Donantes de ovocitos
Las donantes fueron 13 hembras de la Raza Brangus, con buen estado de salud y
condicion corporal, las mismas se encuentraban en un sistema semi-intensivo,
mantenidas exclusivamente con pastura Brachiaria brizantha mas suplementacion con

sal mineral tortuga y agua a voluntad. Se realizaron en total 95 sesiones de OPU.

e Aspiracion folicular

Todas las donantes al pasar por la manga recibieron anestesia epidural baja con
5 ml de clorhidrato de lidocaina al 2% (Kruip et al, 1994), y posteriormente la region
perineal se lavd con agua. El procedimiento de aspiracion folicular se realizé utilizando
un equipo de ultrasonido Aloka SSD 500 con transductor microconvexo de 5 mHz
(UST 974-5) conectado a una guia de aspiracion WTA para ALOKA con sistema teflon
(Figura 1). Las aspiraciones se realizaron con agujas nitro 18G x 1 1/2 (Cook VBOA
1855) y linea de aspiracion (Cook VBOA 18L) en tubos de centrifuga de 50 ml. La
presion de vacio se obtuvo con una bomba WTA, ajustada entre 72 y 78 mmHg.
Inmediatamente después de la anestesia, se inserté el transductor hasta fondo de vagina
y por manipulacion rectal los ovarios fueron posicionados para obtener una buena
visualizacion en la pantalla de ultrasonido y asi ubicar los foliculos mayores a 2 mm a
ser aspirados (Nibart et al., 1995). El lavado de la aguja y los medios para recibir los
ovocitos fue hecho con PBS (Nutricell) mas 5 Ul/ml de Heparina (Liquemine®), 50
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mg/ml de Gentamicina (Gentocin®) y Suero Fetal Bovino al 1% (SFB Nutricell).

Figura 1 Equipo para Aspiracién folicular guiada por ultrasonografia (OPU),
manipulada por el veterinario a cargo del procedimiento.

e Lavado, clasificacion y transporte

En el laboratorio del establecimiento ganadero, donde se realiz6 la aspiracion, el
tubo con el contenido aspirado se vertio en el filtro de recoleccion de embriones
(EmCom®), y se lavd con la misma solucion utilizada para lavar la aguja. EI sedimento
restante en el filtro se observa en placas de Petd para realizar el recuento y la evaluacién
de la calidad de los ovocitos (Figura 2 y 3). Los ovocitos se clasificaron segin su
morfologia (numero de capas de las células del cumulo y las caracteristicas del
citoplasma) Lonergan et al. (1994).

Figura 2. Ovocitos colectados de Donantes Brangus.



Figura 3. Proceso de busqueda de ovocitos a campo.

Posteriormente fueron lavados en solucion TCM 199 (Gibco) suplementado con
10% SFB (Gibco), transportado en criotubos (Corning) con la misma solucion en bafio
maria, entre 30 y 34°C (Figura 4). El tiempo de transporte promedio vario entre 3y 5
horas, desde la cabarfia hasta la llegada al laboratorio BIONORTE S.A. (Figura 5).

Figura 4. Transportadores de ovocitos y colidén de gas mezcla para transporte y cultivo.



Figura 5. Laboratorio de produccion de embriones.

* Maduracion in vitro

Los ovocitos obtenidos fueron seleccionados segun su grado de calidad, se
utilizan ovocitos con o sin células del cumulus, pero con aspecto de granulacién
citoplasméatica homogénea, se descartaron los atrésicos y degenerados. Luego de la
seleccion, fueron transferidos a las placas de maduracion in vitro con microgotas de
Medio TCM 199 suplementado con 10% de SFB, 5 pg/ml de FSH, 50 pg/ml de LHy 01
pg/ml de Estradiol cubierto con Aceite Mineral de acuerdo con el protocolo de
Watanabe et al. (1998) (Figura 6), alli permanecen incubando por 24 horas a 38,5 ° C en

una atmosfera de 5% de CO2.

Figura 6. Maduracion de ovocito previa a la fecundacion.



» Fertilizacion in vitro
Para la FIV, se utiliz6 semen congelado de toros de la raza Brangus, el cual fue
preparado mediante la técnica de Gradiente de Percoll que consiste en obtener esperma
movil, eliminar el diluyente y el plasma seminal La concentracion se ajustdé a 2x106
sptz/ml. El medio utilizado en la FIVfue el medio Tiroides Modificado (TALP), méas
Penicilina, Hipotaurina, Epinefrina (PHE) y 10 pg/ml de Heparina. Los gametos fueron
incubados en microgotas cubiertas con Aceite Mineral durante 18-20 horas a 38,5 °C,

en una atmésfera de 5% de C02.

» Cultivo in vitro
Pasado el tiempo de incubacion de los gametos, las estructuras fueron
transferidas al medio de cultivo microgotas (CR2 modificado, suplementado con 10%
SFB), permaneciendo en este por un periodo de 6 a 8 dias (C6 a C8) hasta que los
cigotos alcanzan la etapa de moérula (Mo) y/o blastocisto (BI) (Figura 7) Se agregaron

30 pl de medio de cultivo fresco a las 48 horas posteriores a la inseminacién (feeding).

Figura 7. Embriones obtenidos por Fertilizacion In Vitro (FIV).

* Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron escritos en planillas de excel y se realizaron medidas
de resumen. A fin de evaluar la eficiencia de la técnica en las vacas a lo largo de las
sucesivas punciones realizadas, se realizé anélisis de correlacion lineal de Pearson de la
primera a la séptima u octava sesién para las variables de ovocitos totales colectados por
OPU, porcentaje de clivaje y produccién de embriones, mediante el programa
estadistico InfoStat (Di Rienzo, 2020).
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RESULTADOS

Del total de 95 OPU realizadas en 13 vacas (entre 7 y 8 punciones por vaca) se
obtuvieron los siguientes datos presentados en la tabla 1

% DE EMBRIONES 95 25,48 21,85 0JDO0 80,00
Tabla 1 Medidas de resumen de ovocitos totales, ovocitos cultivados in vitro (CIV),
ovocitos olivados, porcentaje de clivaje, total de embriones producidos por OPU-FIV y
porcentaje de embriones producidos.

La evaluacion de la obtencion de ovocitos totales se presenta en la figura 8, la
misma resultd negativa (p<0,05), donde se puede visualizar en el grafico, que del primer
procedimiento de OPU a la séptima u octava fecha de aspiracion, la produccion de
ovocitos totales disminuye.

Figura 8. Ovaocitos totales por puncién folicular.

En la figura 9 se presenta la correlacion lineal para el total de clivaje por sesion.
La misma arroja resultado negativo (p<0,05), observandose que existe menor tasa de
clivaje a medida que se realizan los procedimientos.
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EL anélisis de produccion de embriones totales en repetidas sesiones para cada
vaca, evidenciada en las figuras 10 a 22.
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Figura 11. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 401.

Figura 12. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 1354.

Figura 13. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 5134.
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Figura 14. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 32.

Figura 15. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 98.

Figura 16. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 137.
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Figura 17. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 218.

Figura 18. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 288.

Figura 19. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 357.
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Donante 1784

Sesion

Figura 20. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 1784.

Donante 1986

Figura 21. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 1986.

Donante 5021

Figura 22. Total de embriones producidos por sesion de la donante RP 5021

En el total de las donantes se observa una correlacion lineal negativa (p<0,05),
con respecto a la produccion de embriones en las sucesivas sesiones de OPU.
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En la figura 23 se representa la correlacion del total de embriones producidos en
las diferentes sesiones de punciones.

Figura 23. Total de embriones producidos en las distintas sesiones de OPU

Del total de embriones producidos en cada sesion de OPU también la correlacion
observada fue negativa (p<0,05), a medida que se realizan las aspiraciones foliculares
en las distintas fechas, cabe recalcar que los procedimientos fueron realizados desde
junio 2017 ajunio 2018, con un intervalo aproximado de 1,5 mes entre cada sesion.
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DISCUSION

Se ha informado que la utilizacion de OPU en combinacion con la FIV mejora la
eficacia de los PIVE en vacas Bos faurus (Blondin, 2016), aunque el programa PIVE
derivado de OPU tiene algunos méritos para la propagacion de la genética, el nimero de
embriones transferibles es aun menor que los procedimientos de ovulacion maltiple y
transferencia de embrion (MOET) en vacas Bos faurus (Dieleman et al., 2002). En
nuestro trabajo donde los embriones producidos fueron producto de OPU-FIV sin
estimulacion hormonal, se cree que puede ser una de las causantes de la baja PIVE,
teniendo en cuenta que en otros trabajos donde la técnica fue complementada con
superovulacion se obtuvieron mejores resultados.

Igualmente, Boni (2012) realizd un analisis retrospectivo de 25 afios y concluy6
que la poblacion folicular, etapa de crecimiento folicular y la calidad de los ovocitos son
los factores principales que afectan la eficacia del programa PIVE en vacas Bos taurus.
Por otro lado, Nibart et al. (1995) demostraron que la variabilidad en produccion de
ovocitos entre donantes es muy grande, debido a que los animales responden de manera
diferente a la aspiracion folicular y hasta en el mismo animal puede variar en la
produccion de ovocitos totales, viables y produccion de blastocistos. Dayan et al.
(1999), también reportaron, que factores como la presencia de CL interfiere con el
resultado, asi lo demostraron en 184 procedimientos donde las vacas sin el CL
mostraron un mayor numero de ovocitos. Sin embargo, datos no publicados mencionan
que la competencia ovocitaria esta dada por el tamaiio de los foliculos, dandole mayor
capacidad ovulatoria a medida que aumentan de tamafio. En este trabajo consideramos
que una de las variables que podria haber influido es la competencia ovocitaria, el cual
es un proceso complejo que involucra la maduracion integral (nucleo, citoplasma y
expresion génica). Ya que se sabe, que la competencia ovocitaria es un concepto
ampliamente usado para distinguir los ovocitos que son capaces de producir un embrion
viable y transferible después de la fertilizacion (Duranthon y Renard, 2001).

Dayan et al. (2001) sefiala que obtuvieron una media de 14,29 ovocitos totales,
resultando en 36,20% de embriones. Por su parte Kruip y col. (1994), obtuvo un
promedio de 8 ovocitos por sesion de OPU, con un 16% desarrollandose en embriones
transferibles. Ambos trabajos obtuvieron resultados menores al nuestro en cuanto a
ovocitos totales, ya que obtuvimos una media de 29,57, sin embargo, el resultado de
produccion de embriones fue mayor al de Kruip et al (1994), pero menor a Dayan et
al.(2001) con 25,48%.
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Dayan et at. (2000a), informan que obtuvieron un promedio de 4,2 embriones
por vaca, por sesion de OPU, resultado menor al nuestro que obtuvimos una media de
5,25.

Dayan et al. (2000b), mostraron gran variacion en la produccion de blastocitos,
que vari6 entre 14 y 54%, comparando con los datos obtenidos en nuestro trabajo, la
variacion fue ain mayor de 0 a 80%.

Ferraz y col. (2000), inform6 que el primer procedimiento OPU presenta
mejores resultados, igualando solo a intervalos superiores a 60 dias. En nuestro trabajo
en donde se realizd los procedimientos de OPU a un intervalo de 45 dias
aproximadamente, observamos que se mantiene una buena produccion de ovocitos hasta
la tercera aspiracion, en cambio en la cuarta y/o quinta existe una baja coleccion y por
lo tanto cero produccion de embriones, para posteriormente mantener un nivel aceptable
de produccion tanto de ovocitos como embriones en las sesiones siguientes.
Considerando lo antes dicho, Kruip et al. (1994), menciona que la tasa de recuperacion
de ovocitos inmaduros aumenta si la recoleccion es repetida en el mismo animal durante

un periodo de varios meses.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que la
eficiencia de la técnica disminuye en repetidas sesiones de OPU.

Hay que tener en cuenta que existe muchos factores involucrados para obtener
un ternero vivo de un embrién producido por FIV, prestar atencion a los detalles en cada
paso del proceso es crucial para el éxito, mas todos los factores extrinsecos e intrinsecos
que influyen para llegar a la obtencion de un blastocisto transferible.

La aspiracion folicular guida por ultrasonografia es una técnica bastante nueva,
que esta siendo estudiada a mayor profundidad por los beneficios que brinda a la hora
de facilitar la obtencion de ovocitos de una hembra bovina con alto mérito genético y
estrechar la brecha generacional

En Paraguay su aplicacion es mas reciente atin y de uso poco masivo, por ende,
seguir realizando investigaciones en pos de tener una mejor comprension de todos esos
factores que influyen tanto de forma negativa y/o positiva ayudaria a obtener mejores

resultados en el futuro.
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