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RESUMEN

Desde que, en 1982 se consiguid el nacimiento de la primera cria generada a partir de la produccién in
vitro de embriones (PIV), los avances en esta tecnologia no se han detenido. La PIV ha sido tan exitosa
que se ha adaptado a diversas especies, tanto productivas como de fauna silvestre. Sin lugar a duda el
mayor éxito de la PIV ha sido en el ganado bovino, segun los datos reportados por la Sociedad Internacional
de Tecnologias Embrionarias (IETS) durante el ano 2020. Este éxito se debe en gran parte a la evolucion
de los sistemas de cultivo in vitroy a la coleccion eficiente y poco invasiva de ovocitos a partir de donantes
vivas. En las ultimas 3 décadas el avance en la fisiologia ovarica, en el desarrollo de la ultrasonografia,
tipos de agujas, presién de aspiracion y genotipos utilizados, ha permitido que la aspiracion folicular ovarica
sea una técnica que se puede desarrollar a nivel de campo, con resultados cada vez mejores y sin afectar
el bienestar de las donantes. En esta revision se describira la evolucion de la técnica de aspiracion folicular
en rumiantes con énfasis en sus variantes y las nuevas estrategias para mejorar la calidad de los ovocitos.
Palabras clave: embriones producidos in vitro, aspiracion folicular ovarica, rumiantes.

ABSTRACT
Since the birth of the first offspring generated from in vitro embryo production (IVP) in 1982, advances in
this technology have not stopped. PIV has been so successful that it has been adapted to various species,
both productive and wild. Undoubtedly, the greatest success of PIV has been in cattle, according to data
reported by the International Embryo Technology Society (IETS). This success is largely due to the evolution
of in vitro culture systems and the efficient and minimally invasive collection of oocytes from living donors.
In the last 3 decades, advances in ovarian physiology, development of ultrasonography, types of needles,
aspiration pressure, used genotypes, have allowed follicular aspiration to be a technique that can be


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
http://dx.doi.org/10.21929/abavet2023.110
https://www.youtube.com/watch?v=bhUxhxTiNDc
https://orcid.org/0000-0002-7200-8912
https://orcid.org/0000-0003-0820-8052
https://orcid.org/0000-0003-0226-9794
https://orcid.org/0000-0003-2266-8098
https://orcid.org/0000-0002-7823-8073
mailto:alvarez.horacio@inifap.gob.mx
mailto:urban.david@inifap.gob.mx
mailto:estrada.eliab@inifap.gob.mx
mailto:villasenor.fernando@inifap.gob.mx
mailto:velazquezra0809@gmail.com

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com a
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario \\

Creative Commons (CC BY-NC 4.0)

developed at the field level, with results better each time without affecting the well-being of the donors. In
this review, the evolution of the follicular aspiration technique in ruminants will be described with emphasis
on its variants and new strategies to improve oocyte quality.

Keywords: In vitro produced embryos, ovarian follicular aspiration, ruminants.

INTRODUCCION

En la actualidad, la produccion in vitro de embriones (P1V) y la transferencia de embriones
(TE) han tenido un gran impacto en la produccion animal. En el caso del ganado bovino
la PIV es ampliamente aplicada y la gran mayoria de los embriones producidos a nivel
mundial son generados por esta tecnologia de acuerdo con los datos reportados por la
Sociedad Internacional de Tecnologias Embrionarias (IETS) (Viana, 2021) (Tabla 1). Una
de las razones de la amplia aplicacion de la PIV en bovinos, respecto a otras especies,
es el avance en otras tecnologias reproductivas como la aspiracion folicular (de
complejos cumulo-ovocito a partir de foliculos de 2-8 mm) la cual ha permitido la coleccién
repetida y eficiente de ovocitos inmaduros a partir de donadoras vivas (Galli et al., 2001)
sin afectar el bienestar animal de las mismas (Chastant-Maillard et al., 2003; Petyim et
al., 2007; Currin et al., 2017). Es importante resaltar que existen reportes de programas
con dos sesiones de ovum pick up (OPU) por donadora por semana (Petyim et al., 2003),
lo que permite maximizar el potencial genético de las donadoras (Pontes et al., 2011).

Tabla 1. Produccién in vivo e in vitro de embriones bovinos transferibles durante 2020, por region
(Viana, 2021)

Regiéon  Africa Asia Europa  Norte América Oceania Sudamérica  Total
IVD 2,763 0 126,491 196,704 4,211 31,559 361,728
IVP 4,977 0 47,470 578,995 14,345 500,397 1,156,422

IVD: embriones producidos in vivo
IVP: embriones producidos in vitro

La PIV requiere de varias técnicas como la coleccion de ovocitos de las donadoras, la
maduracion in vitro, la fertilizacion in vitro y cultivo in vitro hasta la produccién de
embriones en la etapa de blastocisto (Galli et al.,, 2001; Tamassia et al., 2003). La
coleccion de ovocitos se puede realizar mediante aspiracion folicular guiada por
ultrasonido (OPU) en especies mayores como |los bovinos o por aspiracién folicular via
laparoscopica (LOPU) en pequefios rumiantes (ovinos, caprinos, cérvidos y becerras)
(Baldassarre, 2021). Ambas tecnologias, tienen como principal objetivo la colecta de
ovocitos (principalmente inmaduros) de donadoras genéticamente superiores para que
sean fertilizados in vitro con sementales elite y generar embriones, los cuales puedan ser
transferidos en receptoras previamente sincronizadas (Merton et al., 2003). Sin embargo,
también pueden ser utilizadas con fines de conservacion y/o rescate genético (Ruiz et al.,
2013; Baldassarre, 2021). Estas técnicas de aspiracion folicular son poco invasivas y la
recuperacion repetida de ovocitos de las donantes permite hacer multiples cruzamientos,
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asi como reducir el intervalo generacional en programas de mejoramiento genético,
produciendo mas embriones y prefieces por donadora que por la técnica de
multiovulacion y produccion in vivo de embriones (DIV) (Merton et al., 2003; Baldassarre
et al., 2007).

GENERALIDADES DE LA TECNICA OPU

El sistema OPU se compone de tres partes: un ultrasonido con transductor lineal (rectal)
0 micro convexo (5-7.5 MHz) asociado a un dispositivo para su fijacion (pistola de
aspiracion), una bomba de aspiracion y una aguja conectada al sistema de aspiracion
(Bols et al., 1996).

Para la aspiracién folicular, se requiere de transductores que incrementen la resolucién y
el tamafio de las imagenes para una mejor manipulacién de los ovarios (Ginther, 2014).
El transductor microconvexo es el mas utilizado, cuenta con un campo ultrasonografico
de 150°, puede ser de 5-7.5 MHz, prefiriéndose el de 7.5 MHz, ya que tiene mejor
resolucién y permite localizar mas facil los foliculos pequefios. El campo ultrasonografico
de 150° ayuda a facilitar la manipulacion de los ovarios y a ubicar los foliculos en la linea
de puncion, lo que permite el uso de agujas mas cortas que entran directamente en el
campo ecografico, sin perder porciones utilizables de la aguja (Ginther, 2014). La aguja
se adhiere y dirige al campo ecografico a través de una guia que esta conformada por un
fino tubo de acero inoxidable. Dentro del tubo de acero se encuentra la manguera del
sistema de aspiracién, la cual se fija a la aguja y al tubo de acero a través de un tubo de
silicona que, en conjunto con una pieza de conexion crean una estructura rigida que
permite el movimiento de la aguja hacia adelante y hacia atras, ademas de poder
reemplazar facilmente la aguja desafilada por una nueva (Palma, 2001).

El transductor y la guia de la aguja estan insertados en la pistola de aspiracion, la cual
tiene un mango que le da la oportunidad al operador de fijar el dispositivo de OPU dentro
de la vagina, presionando suavemente el mango con la mano derecha, dejando la mano
izquierda libre para manipular el ovario (Palma, 2001). Las vacas utilizadas para OPU
deben estar inmovilizadas y/o pueden ser sedadas en caso de ser necesario. Las heces
se remueven del recto durante la palpacion y se realiza anestesia epidural con lidocaina
al 2 % para evitar molestia al animal y movimientos del recto durante el procedimiento.
La vulva y el periné se limpian y desinfectan antes de introducir el dispositivo de OPU. El
dispositivo tiene un mango mediante el cual puede ser manipulado con una mano fuera
de la vaca. La cabeza del transductor se fija en posicion craneo dorsal en el fondo de la
vagina, por encima del cérvix (Palma, 2001).

Aspectos técnicos
Después del desarrollo inicial de la técnica, se han realizado diversos estudios para
mejorar las técnicas de aspiracion folicular, las cuales actualmente se utilizan
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ampliamente como herramienta reproductiva para los programas de mejoramiento
genético. Entre los principales aspectos técnicos sobre los que se ha trabajado son el
tipo de aguija, el tipo de bisel, la presion de vacio y el tipo de transductor (Bols et al., 1996;
Bols et al.,1997; Palma, 2001; Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).

En lo referente al tipo de aguja, se ha evaluado el calibre de la aguja utilizando agujas de
18G, 19G y 21G, observandose que el diametro con el que se tiene mayor recuperacion
es el de 18G. Sin embargo, esto es relativo, ya que la presion de aspiracién tiene mayor
influencia en la cantidad e integridad de los ovocitos recuperados (Bols et al., 1996). En
un inicio se usaban agujas largas, de 50 a 65 centimetros, con un diametro externo de 1-
1.5 mm y bisel corto (Bols et al., 1997) (Figura 1). La mayor desventaja de las agujas
largas es que se desafilan rapidamente y requieren ser afiladas, pero no alcanzan el
estado inicial de filo, esto cobra importancia ya que el filo de la aguja es esencial para
que la técnica sea exitosa (Bols et al., 1996). Estas agujas largas son costosas y
presentan un gran espacio muerto en la luz de estas, quedando los ovocitos en un
ambiente desfavorable por un largo periodo, ademas se necesitan grandes cantidades
de medio para limpiarlas (Palma, 2001).

Figura 1. Dispositivo para OPU con aguja larga

La simplificacion de los dispositivos utilizados para OPU para el uso de agujas
desechables abrié un nuevo panorama para la técnica, ya que una aguja desafilada
puede ser facilmente cambiada debido a que son de bajo precio. Diferentes diametros y
largo de agujas desechables estériles estan disponibles en el mercado. El espacio muerto
es minimo, por lo que los ovocitos pueden ser recuperados bajo condiciones mas
favorables (Bols et al., 1997). Se reduce el riesgo de contaminacién entre una donadora
y otra, ademas de que se minimiza el tiempo en que los complejos cumulus ovocitos
(COCs) se encuentran en un ambiente desfavorable (Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006).

Otro aspecto estudiado fue la influencia del tipo de bisel, corto o largo (Figura 2), sobre
la recuperacion de ovocitos. Aunque se observo una recuperacion similar para ambos
tipos de bisel, se encontrd que la presiéon de aspiracion afecta de manera significativa la
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recuperacion y la integridad de los ovocitos cuando se usan agujas con bisel corto (Bols
et al., 1997). En la actualidad existen agujas comerciales para OPU, las cuales tienen
una extension que se conecta directamente con la linea de aspiracion (Figura 3).

Figura 2. Bisel corto y largo de acuerdo con el tipo de aguja

Figura 3. Aguja WTA™ con extensién para c6nectar la linea de aspiracion

En cuanto a la presion de vacio, se ha observado que ésta varia de acuerdo con el tipo
de aguja y bisel que se utilice, sin embargo, se encontré que a mayor presion hay mayor
recuperacion de ovocitos, pero también se incrementa el numero de ovocitos desnudos
(Palma, 2001). Para las agujas desechables, la presion de aspiracion recomendada va
de 70 a 130 mm Hg, ya que al reducir la presién de vacio se incrementa la integridad de
los COCs y esto aumenta la produccion de blastocistos (Bols et al., 1996; Bols et al.,
1997).

Desde 1984, cuando se generaron los primeros reportes de evaluaciéon reproductiva en
bovinos (Reeves et al., 1984; Pierson & Ginther., 1984), la ultrasonografia transrectal se
ha convertido en una herramienta basica en reproduccion bovina (Ginther et al., 2014),
debido a esto, en un inicio se tratd de utilizar un transductor lineal rectal, esto debido a
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que la gran mayoria de los profesionales en el area de reproduccion en grandes especies,
cuentan con un ultrasonido con transductor lineal rectal (Van Wagtendonk-de Leeuw,
2006) (Imagen 4A). Cuando se comparo el uso de un transductor lineal con un transductor
microconvexo (Imagen 4B), se observdo que no hubo diferencias para detectar los
foliculos grandes (<5 mm), sin embargo, cuando los foliculos fueron pequefios (>5 mm)
hubo una disminucion de 12% en la visualizacion con el transductor lineal. En cuanto a
la recuperacion de ovocitos, con el transductor microconvexo se duplico la recuperacion
con respecto al transductor lineal, aunque esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (Bols et al., 2004). Esta diferencia se debe a que el area para manipular el
ovario para realizar la puncién es mayor con el transductor microconvexo comparado con
el transductor lineal (Figura 4).

!

Imagen 4. Dispositivos de OPU. A) Dispositivo y area de puncion con transductor lineal rectal.
B) Dispositivo y area de puncion con transductor microconvexo (Bols et al., 2004).

En la actualidad la mayoria de los dispositivos utilizan un transductor microconvexo
(Xavier et al., 2023; Camargo et al., 2019; de Carvalho et al., 2019), incluso existe un
transductor microconvexo ajustado a la forma para el dispositivo de OPU (Imagen 5).

Figura 5. Transductor microconvexo en forma para el dispositivo OPU
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Aspectos biolégicos

Entre los aspectos bioldgicos relacionados a la técnica de OPU se encuentran el genotipo
del animal, la estimulacion ovarica, el tiempo y frecuencia de la OPU, la respuesta
individual de la donadora, estado fisiolégico de la donadora (vacia/gestante; lactante/no
lactante), edad de la donadora (vaca, vaquilla, becerra), época del afio y la experiencia
del técnico para realizar la OPU (Palma, 2001; Tamassia et al., 2003; Camargo et al.,
2005; Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006; Takuma et al., 2010; Vieira et al., 2014). La
estimulaciéon hormonal es sin duda una de las mejoras mas importantes con respecto a
la calidad del ovocito y la produccion de blastocistos in vitro.

Adicionalmente, el uso de hormonas para la estimulacion folicular es una ventaja que
tiene la OPU-PIV sobre la DIV. Se puede utilizar hormona foliculo estimulante (FSH) y
gonadotropina corionica equina (eCG) para la estimulacion folicular (Aller et al., 2012) y
aunque esta practica se hace principalmente en ganado Bos taurus (Presicce et al., 2011;
Aller et al., 2012; Chasombat et al., 2013; Vieira et al., 2014), también se han visto buenos
resultados al aplicarla en ganado Bos indicus (Tabla 2). No obstante, también se han
observado programas de PIV de gran escala con ganado Bos indicus (Nelore) en los que
no se estimuld a las donadoras y se tuvo una produccion eficiente de embriones (Pontes
et al., 2011).

Por otra parte, con el fin de hacer programas intensivos de produccion de embriones, se
han combinado la PIV con la DIV, donde se han obtenido buenos resultados (5.1
embriones por lavado y 3.2 embriones congelables) al iniciar la superovulacion 2 dias
después de haber realizado la OPU utilizando donadoras Nelore (Surjus et al., 2014). Por
otra parte, el genotipo de las donadoras tiene mucho que ver con la poblacién folicular.
Se sabe que las donadoras Bos indicus superan de 2 a 4 veces las cantidades de ovocitos
colectados por OPU en comparacion con las donadoras Bos taurus (Baruselli et al.,
2015). Se ha observado también que las donadoras Bos indicus tienen mas oleadas
foliculares y una mayor poblacién de foliculos antrales mayores a 5 mm de diametro en
comparacion con las Bos taurus (Silva-Santos et al., 2011).
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N,

Tabla 2. Resumen del avance en la técnica de aspiracidn folicular en ganado bovino.

Uso de Aguja s .. Ovocitos .
hormonas para L =larga Pres||_|on Transductor o th' a Recug/erba clon viables Emli)rllongs Referencia
estimular C= corta mmng vocitos (%) (%)° Vianies
Bos taurus
No 23G L - Vaginal 13.0 50.4 - 2.2 Pieterse et al., 1991
No 20G L 40-50 Vaginal 8.0 55.1 77.61 1.0 Kruip et al., 1994
FSH 24-30 mg 17G L 75-100 Convexo 8.6 69.9 - 1.3 Looney et al., 1994
FSH 75 Ul 17G L 70 Vaginal 9.5 - 80.0 2.7 Rocha et al., 1998
No 20G C 50 Vaginal 3.9 58.5 86.0 - Petyim et al., 2003
No 19G C - Lineal 0.9 9.2 73.0 - Bols et al., 2004
No 19G C - Convexo 11.4 - 70.1 2.1 Pontes et al., 2010
eCG 1600 UI 20G C 65 Vaginal 2.2 34.2 73.8 - Aller et al., 2012
FSH 200 mg 20G C 85-90 Convexo 9.9 61.1 83.9 4.4 Vieira et al. 2014
No 20G C 68 Convexo 17.3 81.8 71.1 3.0 Guerreiro et al., 2014
No 20G C 60-70 Convexo 14.6 60.4 74.1 0.7 Sales et al., 2015
No 20G C 68 Convexo 9.2 36.9 51.08 0.5 Batista et al. 2016
No 18G C 90 Convexo 6.3 - 71.2 5.2 Oliveira et al., 2019
FSH 70 Ul 18G C 70 - 26.4 64.6 96.5 7.1 Simmons et al., 2023
Bos indicus
FSH 75 UI 17G L 70 Vaginal 10.3 - 83.3 5.4 Rocha et al., 1998
No 20G C 80 Vaginal 8.9 61.3 74.1 1.1 Viana et al., 2004
No 20G C 80 Vaginal 7.0 69.3 62.1 - Viana et al., 2010
No 19G C - Convexo 17.1 - 70.1 3.2 Pontes et al., 2010
FSH 100 mg 17G L 120 Vaginal 20.8 91.6 64.4 6.8 Chasombat et al., 2013
No 20G C 68 Convexo 45.3 77.5 50.7 7.0 Guerreiro et al., 2014
No 20G C 60-70 Convexo 22.8 88.8 84.9 3.8 Sales et al., 2015
No 20G C 68 Convexo 29.9 63.6 60.5 9.3 Batista et al., 2016
No 18G C 90 Convexo 10.0 - 78.8 10.2 Oliveira et al., 2019
No 18G C 60-80 Convexo 30.1 - 85.7 10.3 Garcia et al., 2020
No 20G C 90-100 Convexo 58.6 78.3 74.2 9.7 de Silva et al. 2022
No 20G C 80 Convexo 24.7 88.4 78.7 9.6 Xavier et al., 2023

* No. de ovocitos recuperados sobre el No. de foliculos aspirados
**  No. de ovocitos viables sobre el No. de ovocitos recuperados
***  No. de embriones viables por aspiracion
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En cuanto a las estrategias para incrementar la PIV, se ha demostrado que los ovocitos
madurados in vivo son mas competentes comparados con aquellos madurados in vitro
(Van de Leemput et al., 1999; Camargo et al., 2019). En 1994 se reportd que los ovocitos
bovinos aspirados de foliculos dominantes antes del pico de la hormona luteinizante (LH)
muestran alteraciones en su morfologia nuclear y citoplasmatica que, de acuerdo con los
autores, son un prerrequisito para la adquisicion de su competencia completa.

Esto indicaria que no solo la maduracion final del ovocito es trascendental, sino que el
proceso ocurre entre el pico de LH y la ovulacion. Ademas, el periodo que precede el pico
de la LH puede ser importante en el establecimiento de la competencia de desarrollo
(Assey et al., 1994).

En un trabajo realizado en 2014, se lograron obtener 54.9% de blastocistos con semen
sexado en ganado Holstein, a partir de ovocitos madurados in vivo (Figura 6) y
sincronizacion de la oleada folicular mediante ablacion del foliculo dominante (Matoba et
al., 2014). En 2019, al trabajar la PIV en ganado Black Japanese, se lleg6 a la conclusion
de que se pueden generar embriones de mayor calidad y de manera eficiente cuando se
utilizan ovocitos madurados in vivo colectados por OPU comparado con ovocitos
inmaduros (Egashira et al., 2019).

Entre las estrategias de seleccién de donadoras de ovocitos para la PIV, esta la
evaluacion de los niveles plasmaticos de hormona antimilleriana (AMH). Las donadoras
clasificadas como con altos niveles de AMH produjeron mayor nimero de embriones por
OPU comparadas con las clasificadas como con bajos niveles de AMH,
independientemente de si eran Bos taurus o Bos indicus. Con estos resultados se
concluyo que los niveles plasmaticos de AMH son un acertado marcador enddcrino para
la seleccion de donadoras de ovocitos (Guerreiro et al., 2014).

Figura 6. Bl]squed'a de ovocitos madurados in vivo
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En la actualidad, la ultrasonografia Doppler Color ha tenido multiples aplicaciones en la
evaluacion reproductiva del ganado bovino. Se sabe que la irrigacién ovarica es muy
importante para la proteccion y formacion de los ovocitos (barrera hematofolicular), para
la formacion de fluido folicular y el transporte de nutrientes (Da Broi et al.,, 2018).
Recientemente se ha encontrado que la irrigacion ovérica juega un papel muy importante
en la PIV, se ha observado que los ovarios de donadoras de ovocitos con una irrigacion
entre el 50 y 70% aproximadamente, producen mayor cantidad de embriones que las
donadoras con irrigacion ovéarica de alrededor del 30% (Figura 7). En este trabajo se
observé que las donadoras con irrigacién ovarica de ~70% tuvieron una produccion de
blastocistos del 38%, por su parte las donadoras con irrigacion de ~50% produjeron 30%
de blastocistos y las de irrigacién de ~30% produjeron 18% de blastocistos (Villasefior-
Gonzalez et al., 2021).

ASPIRACION FOLICULAR EN PEQUENOS RUMIANTES

Produccion de embriones ovinos

Actualmente, la DIV, es el principal método utilizado para generar embriones en
pequefios rumiantes. La coleccion de embriones se realiza por el método quirargico de
laparotomia, sin embargo, estad técnica tiene varios inconvenientes, entre los que
destacan las adherencias, el trauma postoperatorio, y el tiempo prolongado entre un
procedimiento y otro (Jorge-Neto et al., 2018), lo cual hace que solamente se pueda
repetir el proceso de 4 a 5 veces en la gran mayoria de las donadoras.

Como alternativa a la coleccion de embriones quirdrgica, en los ultimos afios muchos
investigadores han trabajado en el desarrollo de una técnica no quirdrgica (dilatando el
cérvix), utilizando sustancias como el misoprostol, prostaglandina F2a y estrégenos
principalmente. Aunque hay resultados prometedores (penetracion completa del cérvix
gue va de 27-78% de las donadoras, recuperacion de medio de lavado de alrededor del
88 al 91%) aun falta mas desarrollo de la técnica para que pueda reemplazar al lavado
quirdrgico (Fonseca et al., 2019; da Fonseca et al., 2019).

Considerando lo anterior, la PIV en pequefios rumiantes también constituye una
herramienta para el mejoramiento genético y para la conservacibn de gametos y
embriones, mediante LOPU. Esta herramienta es altamente repetible, poco invasiva (ya
gue no genera adherencias) y con poco tiempo de ejecucion (15 minutos
aproximadamente por donadora). El periodo entre procedimientos puede ser de 14 dias,
lo cual es considerablemente menor comparado con los 60 dias para obtener embriones
mediante DIV (Jorge-Neto et al., 2018). Sin embargo, se requiere de personal altamente
capacitado y de un laboratorio de produccién in vitro de embriones.
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Figura 7. Evaluacién del grado de irrigacion ovarica por medio de ultrasonografia Doppler Color. A)
Ovario con irrigacion de ~70%; B) Ovario con irrigacion de ~50%; C) Ovario con irrigacion de ~30%
(Villasefior-Gonzalez et al., 2021).

De acuerdo con las estadisticas mostradas por la IETS (Tabla 3), la PIV se utiliza
comercialmente en ovinos, pero en menor grado comparado con la DIV, lo cual ocurre
principalmente en Norteamérica. Aunque en el caso de los caprinos, se puede observar
una tendencia al alza en el uso de la PIV, segun lo reportado por la IETS en 2020 (Viana,
2021).
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Tabla 3. Produccidn in vivo e in vitro de embriones ovinos en 2020 por regidn
(Viana, 2021)

Region Ovinos Caprinos

DIV PIV DIV PIvV
Africa 0 0 0 0
Asia 0 0 0 0
Europa 966 0 346 0
Norte América 9,204 141 10,757 2,275
Oceania 12,427 0 1,890 0
Sudameérica 7,222 0 184 0
Total 2020 29,819 141 13,177 2,275
Total 2019 22,374 1,137 8,725 748

DIV: embriones producidos in vivo
PIV: embriones producidos in vitro

Generalidades de la LOPU

La LOPU es una técnica muy confiable y eficiente para colectar ovocitos de alta calidad
de animales vivos, y en algunos casos animales de edad avanzada, lo que permite su
uso para la PIV. Esta técnica tiene aplicacion en ovinos, caprinos, bovinos, bufalos
(Jorge-Neto et al.,, 2018; Baldassarre, 2021) y ceérvidos (Locatelli et al., 2006;
Baldasssarre, 2021). La repeticion de la LOPU en la misma donadora no causa secuelas
con impacto en la vida reproductiva de la hembra, incluso cuando se realiza en animales
prepuberes o silvestres. Otra ventaja de la LOPU es que se puede realizar en pequefios
rumiantes aun cuando se encuentren fuera de temporada reproductiva, ademas de poder
aplicarla en animales prepuberes, incluidos los bovinos y los bufalos (Jorge-Neto et al.,
2018; Currin et al., 2021; Sousa et al., 2022).

En pequefios rumiantes, la LOPU asociada con la PIV y la TE es la forma mas eficiente
de producir una mayor cantidad de crias a partir de hembras de genética y productividad
sobresaliente. En programas de mejoramiento genético, esto permite incrementar el
diferencial de seleccién, asi como el intervalo generacional y de esa manera, acelerar la
velocidad del progreso genético.

La LOPU se realiza bajo anestesia con ketamina (5 mg/kg IM) mas xilazina (0.2 mg/kg
IM) previo ayuno de 24 horas. Una vez anestesiada, la donadora es colocada en la camilla
laparoscopica, rasurada y desinfectada en la zona abdominal inmediatamente craneal a
la ubre. La donadora es colocada con la cabeza hacia abajo en un angulo aproximado de
45-60 grados, de tal modo que los 6rganos digestivos se descansen sobre el diafragma
y permitan ver el Utero y los ovarios. Esto mediante un endoscopio de 0° (preferentemente
de 5 mm de diametro), asociado con tres trocares (un trocar para el endoscopio, otro para
una pinza atraumatica y otro para el mandril de aspiracion, todos preferentemente de 5
mm) (Figura 8) para poder acceder a la cavidad abdominal, lo que nos permite minimizar
el grado de trauma quirdrgico.
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Para aumentar la vision se realiza neumoperitoneo insuflando la cavidad abdominal con
CO.. El mandril de aspiracion estad compuesto por tubo de acero inoxidable o acrilico de
5 mm de didmetro, unido a una aguja de 20G la cual se conecta a una manguera
siliconizada que desemboca en un tubo de coleccién de 50 mL el que a su vez esta
conectado con la bomba de vacio (Figura 9). La presion de vacio se gradia a una
velocidad de 50-70 gotas por minuto. Una vez que los 3 trocares han sido debidamente
insertados y se ha introducido a través de ellos el laparoscopio, la pinza de sujecién
atraumatica y la pipeta de aspiracion, se procede con la puncion folicular. Para realizar la
puncién folicular, el ovario se sujeta con la pinza atraumatica y se gira en diferentes
direcciones para ver toda la superficie del ovario y asi puncionar todos los foliculos de
mas de 2 mm de diametro. El procedimiento se repite en ambos ovarios, y se lavan los
ovarios con solucion fisiolégica heparinizada, para eliminar cualquier resto de sangre y
gue no se formen adherencias (Baldassarre, 2021).

Ademas, se requiere de estimulacion hormonal con FSH en las donadoras, debido a que
los ovarios generalmente son pequefios y con el fin de facilitar la puncion (Palma et al.,
2001; Baldassarre et al., 2007; Baldasarre, 2021). Se ha reportado que la estimulacion
con FSH cada 8 horas iniciando 36 horas antes de la LOPU y cambiando la ultima
aplicacion por eCG en becerras produjo embriones de forma similar a los obtenidos con
donadoras adultas (Baldassarre et al., 2018). Es importante aplicar prostaglandina F2a
previo a la LOPU debido a que, si hay presencia de algun cuerpo luteo, los sangrados
son mayores debido a la alta irrigacion en dicha estructura (Vila et al., 2007).

Figura 8. Posicion de los trécares, endoscopio, pinza y mandril de aspiracién. A) Camisa en la que
se coloca el endoscopio. B) Camisa en la que se coloca el mandril de aspiracion. C) Camisa en la que se
coloca la pinza atraumética para sujetar el ovario.
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Figura 9. Sistema de aspiracion. A) Bomba de aspiracion. B) Manguera Yy filtro de vacio. C) Tubo de
colecta. D) Mandril de aspiracion.

TRANSFERENCIA INTRAFOLICULAR DE OVOCITOS (IFOT)

Antecedentes

Aunque la transferencia intrafolicular de ovocitos (IFOT) no es una técnica reciente, se
ha reportado desde 1985 en primates, en ganado bovino (Fleming et al., 1985) y en los
noventa en equinos (Hinrichs & DiGiorgio, 1991). En la actualidad, esta asociada a las
nuevas biotecnologias. Esta técnica consiste en la transferencia de ovocitos heter6logos
en el foliculo preovulatorio de una hembra previamente inseminada (Figura 10). Esta
técnica fue perfeccionada en la década de los 90s mediante el uso de la ultrasonografia
transvaginal en la reproduccién de ganado bovino, equino y en humanos (Kassens et al.,
2015). La aplicacion de esta técnica surge en el caso del ganado bovino como una
alternativa a la PIV para producir embriones que tengan mayor criotolerancia (Kassens
et al., 2015). Ademas, evitar la necesidad del equipamiento de un laboratorio para PIV
(Spricigo et al., 2016). Con esta técnica, se sustituyen las incubadoras por el utero de la
receptora y la obtencion de los embriones se realiza mediante la técnica transcervical de
lavado uterino empleada en los protocolos tradicionales de colecta de embriones
producidos in vivo. Con la IFOT se habian logrado generar embriones en ganado bovino
y equinos, pero, no fue hasta 2015 cuando se reportaron las primeras crias nacidas a
partir de embriones generados por esta técnica, en la cual se usaron de ovocitos
obtenidos de ovarios de rastro y madurados in vitro (Kassens et al., 2015). En la
actualidad, existen mas trabajos donde se obtuvieron crias vivas por IFOT a partir de
ovocitos inmaduros (Spricigo et al., 2016; Hoelker et al., 2017).
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Figura 10. Confirmacién de la IFOT. A) Foliculo preovulatorio antes de la IFOT; B) Foliculo preovulatorio
después de la IFOT, las flechas indican la presencia de los COCs (Kassens et al., 2015).

Esta técnica también se ha empleado para la produccién in vivo de embriones ovinos por
IFOT (Falchi et al., 2022). La IFOT se complementaria con la LOPU para la coleccion de
ovocitos de donadoras alto valor genético, los cuales serian transferidos a receptoras
(animales comerciales) para la produccion in vivo de embriones, de esta forma los efectos
adversos tales como adherencias no se presentarian en las donadoras y esto alargaria
su vida util. Es importante recalcar que, aunque esta tecnologia es prometedora, todavia
no se alcanzan los resultados obtenidos con la PIV tradicional (Kassens et al., 2015;
Spricigo et al., 2016; Hoelker et al., 2017; Falchi et al., 2022).

CONCLUSIONES

La aspiracion folicular ovarica en rumiantes se encuentra en constante mejora, lo que
facilita su aplicacion. Aun existen aspectos para mejorar como es aumentar la calidad de
los ovocitos, aumentar la vida Gtil de las donadoras, incrementar la cantidad de ovocitos
colectados, asi como la seleccion de las donadoras de ovocitos. En la actualidad, se
continda la investigacion en estos rubros y todo indica que en los proximos afios la
aspiracion folicular ovarica con sus variantes se consolidaran como herramientas
reproductivas eficaces como lo hicieron sus técnicas predecesoras.
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