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En el desarrollo de la ganaderia en el mundo, cada vez
adquiere mayor importancia la reproduccion dirigida, pla-
nificada y controlada. Este moderno manejo reproductivo
constituye uno de los procesos fisiologicos mds importan-
tes dentro de la produccion y economia pecuaria, los cua-
les estan encaminados a solucionar las crecientes necesi-
dades de proteina animal para nuestra poblacion. Esta
problemdtica es favorecida actualmente por los procesos
biotecnologicos reproductivos aplicados al mejoramiento
genético de la masa ganadera de amplio y rutinario uso
en los paises desarrollados, en que el Bebé Probeta en
Ganaderia (Fecundacion in vitro) juega un papel relevante,
gracias a las ventajas que ofrece esta biotecnologia de
punta en las especies de animales uniparas (una gesta-
cion por afio) en cuanto a la rdpida obtencion de descen-
dencia numerosa y de gran valor genético. Convirtiéndo-
se de una reproduccion lenta en mostrar sus resultados,
en una reproduccion muy rdpida, como se estd realizando
actualmente en el ganado bovino y que pretendemos ha-
cer en nuestros camélidos de los andes.!?

B1oTECNOLOGIA DE PUNTA QUE NECESITA

EL PaAis

Los primeros estudios realizados para la reanudacién
de la meiosis y la conservacién de los oocitos viables tie-
ne ya muchos afios. Después, siguieron trabajos para fe-
cundar los ovocitos con espermatozoides en forma in vitro.
Sin embargo, se demostré que la mayor parte de esta téc-
nica realizada hasta esos momentos, no alcanzaban el de-
sarrollo embriolégico adecuado, al parecer por la no ca-
pacitacion de los espermatozoides.>

En condiciones naturales, la produccion de células
germinales de las hembras de los animales domésticos es
muy limitada si lo comparamos con las del macho, y en el
caso de las hembras uniparas se llega a un solo oocito por
ciclo estrual (vacunos, camélidos, yegua, etc.) por lo tan-
to, s6lo se aprovecha un minimo de su poblacién de ga-
metos de las hembras, a pesar que su potencial ovdrico es
muy elevado. Recuperar gran parte de este excedente en
la poblacién de 6vulos de animales con caracteristicas
hereditarias valiosas constituye un recurso de potencial
reproductivo importantisimo que se debe aprovechar para
lograr un mejoramiento genético mucho mads rapido para
nuestra ganaderia.
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Figura 1

La produccién de embriones en gran escala totalmente
en el laboratorio o Fecundacién in vitro, es uno de los pro-
cesos biotecnolégicos con mayor trascendencia que se ha
desarrollado en la produccién animal aplicada para el
mejoramiento genético de los rebafios para incrementar la
produccién, especialmente en paises subdesarrollados
como el nuestro, donde se ha realizado muy poca selec-
cién selectiva.

El sistema reside en que los 6vulos u oocitos (ovoci-
tos), como se suele llamar a los gametos de la hembra,
son recolectados via transvaginal guiados por ultrasonido,
dos veces por semana y semana tras semana, directamente
de los foliculos de los ovarios de hembras de la mas alta
calidad genética que se obtuvo en la primera etapa. Estos
6vulos luego de un periodo de maduracion en el laborato-
rio son fecundados in vitro con espermatozoides capacita-
dos de semen de machos genéticamente superiores. De
forma que se crean embriones que se desarrollardn in vitro
hasta el estadio transplantable de mérula (7 a 8 dias post-
fecundacién). Luego, asi formados son congelados y
criopreservados por tiempo indefinido a temperatura de
nitrégeno liquido (-196 °C) en pajillas de plastico de 0.25
ml de capacidad. Posteriormente, una vez descongelados,
serdn transplantados a hembras receptoras nativas sincro-
nizadas de poca calidad genética para continuar su desa-
rrollo normal de gestacién hasta el parto (Fig 1).

Cuando este sistema estd en operacién comercial con-
tinua a través del afio, en promedio —todo este proceso
descrito, incluyendo el transplante y gestacion hasta el parto
de las hembras receptoras— se obtiene de 1 a 2 crias por
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hembra donante al mes. Este promedio puede ser aumen-

tado si se aplica un tratamiento hormonal para producir en

los ovarios crecimiento y maduracién folicular multiple
en las hembras donantes antes de la recoleccion de ovoci-
tos.

En apoyo a este sistema de produccién de embriones
in vitro se desarrollard otras biotecnologias para incremen-
tar la eficiencia en la produccioén a partir de los embriones
obtenidos y antes de congelarlos. Estas biotecnologias son:
1. Multiplicacién de embriones por microbiseccién. Se

producen dos mitades de embriones (hemiembriones)
que llegan a regenerarse hasta formar un embrién com-
pleto.

2. Sexado de embriones, mediante biopsia embrionario y
eleccion del sexo, por determinacién del contenido de
ADN.

3. Multiplicacién de embriones por clonacién. Se produ-
ce 8-10 embriones de cada embrién original.

El Sistema de Produccién de embriones in vitro esta
formado por los siguientes pasos:

* Recoleccién de los 6vulos (oocitos u ovocito) directa-
mente de los foliculos de los ovarios de las hembras
donadoras de la mds alta calidad genética.

* Maduracién de los ovocitos in vitro en el laboratorio.

» Capacitacién de espermatozoides de semen genética-
mente superiores.

* Fecundacion in vitro de los 6vulos madurados por los
espermatozoides capacitados.

* Desarrollo in vitro de los oocitos recién fecundados hasta
el estadio embriolégico transplantable de mérula (7 a 8
dias post fecundacién).

* Congelacién de los embriones de 7 - 8 dias post fecun-
dacién para almacenarlos y formar el Banco de Em-
briones y después usarlos en forma masiva.

REcoLEcCION DE OvocCITOS

Laparoscopia

La endoscopia es la técnica que permite la percepcion
visual de cualquier cavidad corporal mediante un endos-
copio. La laparoscopia es un ejemplo de procedimiento
endoscépico no invasivo que requiere de un minimo de
cirugia que permite el examen visual y manipulacién de
Organos y estructuras internas de la cavidad peritoneal y
pélvica y su contenido, después de establecer un neumo-
peritoneo.

Para la recoleccion de los oocitos de los ovarios con
fines a la fecundacién in vitre, la laparoscopia ha sido la
técnica de preferencia, y se describieron con gran detalle
los métodos laparoscépicos para la aspiracion de los ovo-
citos.*3 Por nuestra parte, hemos empleado este método
para recolectar oocitos de las vicufias. Para eso emplea-
mos un juego de agujas como trocar-cdnula, donde la agu-
ja corta perfora la pared abdominal o vaginal, para des-
pués introducir la aguja larga dentro de ella, esta tltima
aguja estd conectada a una jeringa en su extremo y con

ayuda del laparoscopio y la pinza, esta aguja penetra al
foliculo e inmediatamente absorbe su contenido, es decir
el cumulus ooforo con el 6vulo®. Sin embargo, dicho pro-
cedimiento no estd exento de problemas. En la actualidad
la laparoscopia, para este fin, ha sido reemplazada por el
ultrasonido por las ventajas que ofrece. Con el método de
ultrasonido indudablemente se simplificard la recupera-
cién de oocitos para la fecundacion in vitro, toda vez que
se trabaja bajo anestesia local, en menos tiempo quirdrgi-
co, sin la creacién de un neumoperitoneo, etc.

Ultrasonido

Los ultrasonidos son ondas sonoras con una frecuen-
cia determinada que las hace no audibles por el oido hu-
mano. Su aplicacién en el diagndstico clinico se funda-
menta en el principio del eco, debido a esto es que los
exdmenes se denominan Ecografias. En la progresion de
los ecos en un medio, gran parte de ellos van a ser refleja-
dos cuando chocan en su camino con otro medio diferente
produciendo ecos que van a ser visualizados en la panta-
lla.

La técnica emplea un trasductor sectorial vaginal con
una guia que permite la recoleccién por aspiracién de los
compuestos ciimulos-ovocitos transvaginales directamen-
te de los foliculos de los ovarios guiado por ultrasonido.
Con este procedimiento podemos acceder a los ovarios
sin necesidad de cirugia y bajo anestésico local, en menos
tiempo, sin necesidad de neuroperitoneo y causando me-
nor incomodidad que una inseminacién’.

Este sistema de ultrasonografia estd formado por una
unidad de ultrasonido con una pantalla de televisor con un
teclado de mando. Esta unidad se conecta un transductor
vaginal con una ranura o conducto en el dorso que permi-
te alojar la aguja larga aspiradora que posee en su extremo
un sonar, mediante el cual guia a la aguja para realizar la
puncién folicular con suma precisién. Esta aguja puede
ser de luz simple o doble; esta dltima, permite realizar un
minilavado folicular o “miniflushing”.

Colocada la hembra donante de oocitos en un brete de
sujecién en posicién erguida, se procede a aplicar la anes-
tesia epidural baja para luego lavar profusamente con agua
y jabén la zona perineal. Al costado del brete se ha ubica-
do el aparato de ultrasonido de tal forma que se domine la
visién en la pantalla. Se procede a introducir el transductor
sectorial con la aguja aspiradora en la vagina de la hem-
bra, de tal forma que su extremo llegue al férnix vaginal
posterior. El transductor estd conectado al monitor y la
aguja aspiradora se conecta, mediante una tuberia de dia-
metro delgado, a un frasco recolector de 50 ml al vacio
(Falcon 2070). El operador, mediante tacto rectal, sujeta
el ovario y una vez que lo tiene puesto contra la extremi-
dad terminal del transductor que estd colocado en la cipu-
la vaginal. El transductor transmite la imagen en la panta-
lla y se puede apreciar alli el ovario y los foliculos. A con-
tinuacion, la extremidad aguda y puntiaguda de la aguja
aspiradora penetra a través de la pared del férnix vaginal
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Figura 2

posterior, que, a la traccién ejercida sobre ella, presenta
un menor grosor. Luego, pasa la aguja la pared del folicu-
lo y aspira los complejos cimulos-ovocitos de cada foli-
culo, visualizando y guidndose durante todo el proceso
por las imagenes transmitidas por el transductor y el sonar
de la aguja a la pantalla®. (Figs. 2 y 3).

MEebio pE CuLrivo

Los 6vulos sin fecundar y los embriones se deben guar-
dar viables en soluciones de nutrientes que establezcan
condiciones similares al del liquido tubarico. Los factores
que pueden afectar la viabilidad durante el periodo de cul-
tivo son la temperatura, pH, osmolaridad, esterilidad y toxi-
cidad del medio.

Excepto durante la evaluacién ovular o embrionario,
se deben guardar en recipientes cubiertos y en un medio
de cultivo a temperatura ambiente de laboratorio temperado
o en un horno incubador. La temperatura en el incubador
se debe mantener a 37 °C. Hay que considerar que cada
vez que se abra la puerta del incubador, la temperatura cae
0.1 °C a 0.5 °C, que puede afectar al material incubado.

El medio de cultivo debe ser amortiguado (bufferado)
para mantener un pH 6ptimo y estable (7.2 - 7.6) y una
osmolaridad de 270 - 310 mOsM/kg. La mayoria de los
medios de cultivo actualmente son bastante complejos en
un esfuerzo por mejorar el crecimiento in vitro (TCM 199,
HAM-F10, PBS, etc.) que incluyen, ademds de sales
inorgdnicas, varios aminoacidos, vitaminas, con un ion bi-
carbonato utilizado como sistema amortiguador (buffer)
que depende del equilibrio con una atmésfera de 5% de
CO,. Si el volumen de gas en el recipiente es pequefio
relativo al del medio de cultivo, la atmésfera y el pH serdn
adecuadamente mantenidos, simplemente guardando el
medio en un recipiente al vacio. Si no se consigue, enton-
ces el medio debe guardarse en una incubadora con una
atmoésfera de 5% o deberd ser inyectado con esta mezcla a
intervalos regulares. El1 pH del medio amortiguado con

RECOLECCION DE OOCITOS
TRANSVAGINAL MEDIANTE
ULTRASONIDO

AGUJIA CON SONAR
DENTRO DEL FOLI

Figura 3

HEPES (tampén que no requiere atmésfera controlada)
no aumenta rdpidamente sin un 5% de CO,, aunque esta
atmosfera es necesaria para mantener la concentracién del
bicarbonato. La humedad se deberd mantener cerca de
100% para minimizar la evaporacién y el subsiguiente
aumento de osmolaridad del medio. El medio debe conte-
ner antibiticos para contrarrestar el crecimiento de mi-
croorganismos, por ejemplo, 100 U.IL de penicilina Gy 50
pg de sulfato de estreptomicina por ml (Fig. 4).

Figura 4

Existe una gran variedad de medios de cultivo que pue-
den utilizarse para los oocitos, espermatozoides, fecunda-
cién y embriones, el més usado es el fosfato salino tampo-
nado de Dulbecco (PBS de Gibco). Este medio tiene la
particularidad que su buffer es fosfato lo que lo hace més
estable a los cambios de pH; ademas, es un medio de fécil
preparacidn, sus componentes son encontrados sin mayo-
res problemas en el comercio y son de relativo bajo costo.
A todos estos medios complejos, son enriquecidos con dis-
tintas concentraciones (10-20%) de proteinas como suero
fetal, albimina bovina, suero de vaca en la etapa de estro
(tratados por calor a 56 °C , por 30 minutos), glucosa
(1 mg/ml) y piruvato de sodio (0.33mM). %10
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MANIPULACION DE OvociTos Y EMBRIONES

Es importante que el medio de cultivo y todo el equipo
utilizado en a manipulacién de oocitos, espermatozoides
y embriones, esté deliberadamente esterilizado. El proce-
dimiento mds indicado es el de esterilizar el medio por
filtracién (filtros de 0.45 um o poros mas pequefios). El
material de vidrio y/o plastico se esteriliza mediante gas
(amprolene) y utilizar técnicas estrictamente asépticas.
También este material puede ser lavado con detergente
especial para luego ser enjuagado cuidadosamente con
agua destilada, desionizada, secados y esterilizados en
horno a 175 °C durante dos horas.

Los oocitos y/o embriones se guardan en recipientes
transparentes, sellables, inertes, convenientes y de peque-
fio volumen (<5 ml). Tubos de ensayo trabajan bien aun-
que deben ser vaciados a otros recipientes para localizar
el ovocito o embrién bajo el microscopio. Placas peque-
flas de Petri también pueden ser utilizadas. El medio con
la muestra puede ser cubierto por una fina capa de aceite
mineral para prevenir la evaporacion, reducir la contami-
nacion y regular el cambio de gas en el medio y la atmés-
fera. 11

Desde el momento que ellos son recolectados, los ovo-
citos deben ser manipulados con procedimientos estériles.
Para esto los oocitos y embriones deben ser aspirados en
la minipipeta con un pequefio volumen de medio (<de 0.2
ml) para prevenir contaminaciones del medio fresco. Ellos
se deben manejar con mucho cuidado para evitar causar-
les el minimo dafio. La localizacién, manipulacién y eva-
luacion debera hacerse lo mds rdpido posible con el fin de
regresarlos a un medio mds propicio. Las micropipetas para
manipular estdn hechas de material pirex de 4 mm de dia-
metro, el largo es aproximado de 15 cm, éstas son calenta-
das en el centro y estiradas hasta que su didmetro llegue a
0.5-1 mm. El extremo es pulido con fuego, decreciendo su
didgmetro a 250 - 500 pm. El otro extremo es también puli-
do y conectado a una jeringa de 0.5 o 1 ml a través de un
tubo de goma.

MADURACION DE Los QocITos

Para una mayor provisién de oocitos para la fecunda-
cién in vitro, las donantes son tratadas previamente con
hormonas para inducirle el crecimiento y maduracién fo-
licular miltiple de un nimero de oocitos superior a lo nor-
mal. Esta induccién multiple de foliculos determina que
se aspiren foliculos preovulatorio del mismo tamaifio y re-
coleccién del complejo cimulos-oocitos en condiciones
6ptimas. Por lo tanto el periodo de maduracion in vitro de
este gameto serd de igual tiempo a fin de lograr porcenta-
jes de fecundacion y segmentacién mayores. Sin embar-
go, la importancia practica de determinar el grado de ma-
durez del ovocito sigue siendo un problema que solamen-
te con la experiencia se puede solucionar.

Los complejos ciimulos ovocitos preovulatorios de
mamiferos recogidos por aspiracién y guiados por ultra-

sonido inmediatamente antes de la ovulacién muestran
estar en un estadio de la primera divisién meidtica con
formacion del primer corpusculo polar mostrando el oocito
un citoplasma uniforme y homogéneo, con una gran zona
prelicida, rodeada de una corona radiata expandida en
forma de “rayos de sol” y un cimulus con un gran nimero
de células de la granulosa. Estos tipicos complejos asi
clasificados fueron preincubados in vitro por un periodo
de 6 a 8 horas antes de la unién con los espermatozoides.
En cambio en los oocitos inmaduros serdn incubados du-
rante 24 a 36 horas antes de la inseminacion.!213

PREPARACION DEL SEMEN

En la maduracion final y preparacién natural del es-
permatozoide para la fecundacion, se ha descubierto que
el oviducto tiene componentes que prepara al gameto mas-
culino para fecundar el 6vulo, llamado este proceso de
Capacitacion Espermatica. Se trata de la reaccién acrosoma
que sufre el espermatozoide para que libere importantes
enzimas para penetrar al ovocito satisfactoriamente. Este
proceso acrosOmico de la cabeza del espermatozoide im-
plica fusién entre la membrana acrosoma externa y la
membrana plasmadtica de la célula, previa fase de hincha-
miento, formandose en la parte anterior de la cabeza del
espermatozoide una serie de vesiculas que al abrirse per-
mite el escape de enzimas liticas que actdan en las células
de la granulosa y zona pelicida.!4

Los planteamientos experimentales para efectuar la
capacitacion artificial de los espermatozoides y/o la reac-
cién acrosémica han incluido varias sustancias bioldgi-
cas. Como resultado de estas observaciones se desarroll6
la capacitacién de semen de alta frecuencia al suministrar
heparina cuando se estd en cultivo con el 6vulo, durante
un periodo de 4 a 6 horas.!517

Para la inseminacién se pueden usar las pajuelas de
pldstico de 0.50 ml o dos de 0.25 ml de semen congelado
provenientes de toros de fertilidad probada in vivo, los que
son descongelados en baflo térmico de agua a 37 °C por
20 segundos. La fraccién movil del semen es recuperada
por la técnica de “natacion ascendente” (swim up”), en la
que se pone el semen en una columna en la cual las célu-

Figura 5
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las vivas nadardn hacia la parte superior y las anormales o
muertas permaneceran en el fondo. Del mismo modo, pue-
den separar los mejores espermatozoides mediante una
gradiente discontinua de Percoll.!® Con estos procedimien-
tos estamos retirando semen de alta calidad para fecundar
los 6vulos. (Fig 5).

FECUNDACION IN VITRO

Esbozamos aqui brevemente el protocolo que se usa
para la fecundacién in vitro del bovino. Los ovocitos que
han sido incubados durante 6 a 8 horas (si se les considera
preovulatorios) o de 24 a 36 horas (si se considera inma-
duros) en medio de cultivo celular TCN-199 tamponado
en bicarbonato 26 mM a pH 7.2 a 38.5°C con un 99% de
humedad relativa y 5% de CO,. Esta maduracién puede
ser realizada en pocillos con 0.75 ml de medio/embrién
cubierto con aceite mineral estéril.!?

Por otro lado, con una parte de la fraccién mévil del
semen de la mejor calidad es lavado por centrifugacion
dos veces en el medio de inseminacién.20

Los oocitos incubados fueron retirados de las gotas de
maduracién y llevadas a las gotas de inseminacién (20 a
25 ovocitos/gota) con una minima cantidad de medio e
incubados en las mismas condiciones iguales de cultivo a
las de la maduracién. Después de la fecundacién in vitro
el medio de las gotas fue removido parcialmente (50%)
cada 48 horas. Las observaciones fueron realizadas a las
48 horas para evaluar la tasa de segmentacién y cada 24
horas hasta el dfa 7 para el estudio de desarrollo a mérula
y/o blastocisto.?!

El sistema de cultivo in vitro se mantiene en la oscuri-
dad, excepto cuando se examina al microscopio como es
natural. Los oocitos fecundados presentan los proniicleos
de la misma células y la del espermatozoide a las 14 0 18
horas después de la fecundacién. Luego de las 24 horas en
adelante de cultivo, los embriones serdn evaluados mucho
mejor si se cuenta con un microscopio invertido y el siste-
ma de contraste de fases, se registran estadios de segmen-
tacion. A los 6 a 8 dfas se visualizan mérulas o blastocistos
precoces que estdn preparados para el transplante definiti-
vo a las hembras receptoras o para la ultracongelacion para
formar los Bancos de Embriones y posterior uso en forma
masiva. Mediante este procedimiento de fecundacién in
vitro, se produce un nimero considerable de embriones
viables, por lo que serfa mds aconsejable que se implante
los embriones bajo un sistema de sincronizacién masiva y
empleando las técnicas de transplante por laparoscopia o
ultrasonido que eleva considerablemente los porcentajes
de prefiez.2223 (Fig. 6).
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