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Capitulo LXV

Logros y desafios en la recuperacion de ovocitos
mediante aspiracion folicular (OPU) en ganaderia
mestiza de Doble Propdsito

Juan Carlos Gutiérrez Afiez
Rumualdo Gonzailez Fernandez

Los avances tecnoldgicos en las biotecnologias reproductivas, como las dirigi-
das a la produccién de embriones bovinos mediante aspiracién folicular, combinada
con la fecundacién in witro (FIV) y uso de semen sexado, ofrecen como principal ven-
taja, la aceleracién de manera exponencial del progreso genético de los rebafios (Wag-
tendonk-de Leeuw et al., 2006).

El impacto de la aplicacién de estas biotecnologias en otras ganaderias tropica-
les especializadas, bien sea para la produccién de leche (Gyr Lechero) o de carne
(Brahman y Nellore) ha sido notorio. Los umbrales de mejoramiento alcanzados en
estos sistemas se han logrado en pocas generaciones, lo que supone que estas biotec-
nologias al combinarse con programas de mejoramiento continuo, permiten obtener
en menor tiempo un progreso genético importante. Desde el punto de vista metodold-
gico, los logros y alcances en la obtencién de ovocitos mediante la aspiracién folicular
(OPU) en el trépico en ganado Bos indicus (Gyr y Nellore) es un asunto de records en
los dltimos afios (Pontes et al., 2009; Viana et al., 2010; Pontes et al., 2011).

El presente capitulo tiene como objetivo definir y describir la metodologia de la
técnica de aspiracion folicular guiada por ultrasonido (OPU), asi como indicar los
equipamientos necesarios. Del mismo modo, se presentan algunos resultados de las
investigaciones realizadas en ganado Bos indicus (Gyr, Brahman) y mestizos doble
propo6sito Bos indicus X Bos taurus (Brahman-Holstein, Gyr-Holstein, entre otros cru-
ces); con el fin de evaluar el potencial que esta biotecnologia tiene para el mejora-
miento de la ganaderia mestiza de Doble Propésito. Finalmente, se establecen los
principales retos y desafios que tiene la ganaderia mestiza de doble propdsito para la
implementacién de esta biotecnologia.
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DEFINICION Y OBJETIVO DE LA OPU

La aspiracién folicular transvaginal guiada por ultrasonido para la recoleccién
de oocitos, abreviada como “OPU” tomada de su denominacién en inglés “Ovum
Pick up”, fue una técnica desarrollada originalmente en la reproduccién asistida en
humanos (Gleichertet al., 1983); la cual posteriormente fue adoptada en el ganado bo-
vino en Holanda a finales de los afios 80 (Callesen ez al., 1987; Pieterse et al., 1988).

El empleo de la OPU de forma rutinaria en la reproduccién asistida veterinaria,
se inicia en 1994 utilizando donantes vivas para recolectar los ovocitos de manera re-
petida tanto en novillas seleccionadas como en vacas de alto mérito genético (Kruip ez
al., 1994). El objetivo y la razén principal es producir gran cantidad de terneros con
cualidades productivas conocidas y acortar el intervalo generacional en los programas
de produccién ganadera. Por otro lado, Pieterse et al., 1988 indicaron que el objetivo
principal es producir mas embriones y mas prefeces por vaca donante, que los logra-
dos por medio de la superovulacidn en los programas convencionales conocidos de
transferencia de embriones.

Otro aspecto importante de la técnica de OPU es que se trata de una biotecnolo-
gia que puede ser usada en vacas en distintos estados fisiol6gicos: ciclicas, no ciclicas,
prefiadas durante el primer tercio de la gestacién y en aquellas que no responden a es-
timulos hormonales en programas de ovulacién miltiple. También puede ser aplica-
da en animales viejos con desérdenes reproductivos de origen no genético, asi como
en terneras y novillas pre-ptberes a partir del 6©-8 mes de edad, lo que acorta el in-
tervalo generacional de manera dréastica (De Ondiz & Ruiz-Lépez, 2011).

Yase hacomentado que una de las principales ventajas de la OPU incluye la ma-
ximizacién del potencial reproductivo de vacas élites o genéticamente superiores.
Mediante la OPU y su combinacién con la FIV, una hembra bajo reproduccién natu-
ral o inseminacion artificial puede pasar de producir una cria al afo, a producir en
promedio 36 a 50 crias en el mismo lapso de tiempo en condiciones ideales (Pieterse ez
al., 1988).

Por otra parte, la OPU representa un logro econémico considerable del uso del
semen, ya que con una poblacién de 1-2 x 10¢ de espermatozoides (spz) se pueden fer-
tilizar hasta 300 ovocitos (Palma, et al., 2007). Este aspecto representa una ventaja €co-
némica considerable, principalmente con el semen de alto valor como el semen sexa-
do, ya que con una sola dosis de semen de este tipo (2,1 X 10¢ spz), se podrian fecundar
los ovocitos colectados mediante OPU de varias vacas. De manera simple, podemos
asumir que mediante la OPU y la FIV se puede lograr varias prefieces de diferentes
donadoras con la misma dosis de semen sexado; en vez de 1/2 prefiez en el mejor de los
casos, si ecsa misma dosis de semen se utilizara para inseminar de manera convencio-
nal o bicornual un animal (Seidel, 2007; Seidel et al., 2008).

La técnica OPU para la obtencién de ovocitos (gameto femenino) consiste en el
uso de un sistema de aspiracién folicular guiado por ultrasonografia, como se explicaa
continuacion.
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TECNICA OPU DE ASPIRACION FOLICULAR GUIADA POR UL-
TRASONIDO

El sistema de OPU estd formado por tres componentes principales: un equipo
de ultrasonido con un transductor o sonda, una bomba de vacio para la aspiracién y
un sistema de guia unida a una aguja, la cual se encuentra conectada a un tubo recolec-
tor de ovocitos. Tanto el sistema de guia como la sonda de ultrasonido se encuentran
acoplados para acceder a los ovarios a través de la vagina.

Para proceder a la aspiracion folicular guiada por ultrasonido (OPU), las hem-
bras deben ser inmovilizadas mediante un cepo o brete de sujecién. A continuacion,
se procede a la colocacién de anestesia epidural alta con lidocaina al 2% hasta lograr la
relajacion del recto y la cola, con la finalidad de evitar la tensién y la presencia de he-
ces durante la manipulacién. Se procede a la higiene y desinfeccion de la vulva y del
perineo antes de introducir el dispositivo de OPU, el cual contiene el transductor de
ultrasonido y el sistema de guia de la aguja en la vagina. Para la OPU propiamente di-
cha se han utilizado procedimientos adaptados, previamente descritos (Seneda et al.,
2001; Bols, 2008; Pontes et al., 2009), los cuales se describen a continuacién.

La manipulacién del dispositivo se realiza con una mano desde el exterior, a tra-
vés de un mango rigido que se encuentra acoplado al transductor del ultrasonido y al
sistema de guia de la aguja. La cabeza del transductor es fijada en posicién crineo-
dorsal, sobre el lado derecho o izquierdo del cérvix, dependiendo del ovario que va a
ser aspirado (Figura 1). Usando la otra mano introducida en el recto, se procede a ma-
nipular el ovario para posicionarlo contra la cabeza del transductor (Figura 2), de ma-
nera que se pueda visualizar el ovario y sus foliculos en el monitor del equipo de ultra-
sonografia.

Los foliculos son posicionados uno a uno sobre la linea de puncién establecida
en la pantalla, luego de la programacion de ésta en el software que controla la imagen
del equipo de ultrasonografia. La aspiracién folicular se realiza lentamente mediante
el movimiento en sentido craneal de la aguja para puncionar el foliculo a través de la
guia de aspiracion. La guia de aspiracion es controlada mediante el dedo indice y el
dedo pulgar de la mano que sujeta el mango, a la vez que empuja el mango en sentido
craneal (Figura 3); mientras la otra mano que sujeta el ovario posiciona a este sobre el
cabezal del transductor (Figura 2).

Una vez aspirado el contenido folicular, los foliculos colapsan y desaparecen de
la pantalla. Los ovarios son aspirados en el sentido de las agujas del reloj ubicando los
foliculos presentes en ambas caras, bordes y polos mediante la rotacién manual.

Los foliculos visibles son punzados y los Complejo Ovocito-Cumulus (COCs) son
aspirados utilizando agujas desechables, generalmente de 16-18-20G x 1,70mm; la aguja
permanecerd conectada a través de una sonda fina a un tubo cénico colector de 50mL. La
aspiracion folicular es realizada por medio una bomba de vacio con una presién negativa
de 12-15mL/min o entre 60-80 mm de mercurio (mm Hg). El medio de coleccién utiliza-
do es una solucién salina fisiolégica (0,9% de cloruro de sodio), suplementada con 5% de
suero fetal bovino (SFB), 10uL/mL de sulfato de gentamicina y 5.000UI/L de heparina
sOdica para evitar la coagulacién y empaquetamiento de los COCs. Durante el proceso de
aspiracion, el sistema es enjuagado repetidamente a fin de descartar la retencién de
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Figura 1. Esquema de la técnica de OPU. Ubicacion del ovario durante la palpacién trans-
rectal. La presion es ejercida sobre el ovario con la mano en el recto, desde la direccion in-
dicada por las flechas (Bols, 2008). Tomado de Palma (2008).

Figura 2. Representacién esquematica del método de sujecién del ovario durante la sesion
de OPU. Ubicacion del ovario durante la palpacion transrectal. L.a aguja de puncidn atra-
viesa la pared vaginal (a) cuando se empuja hacia delante. In vivo, la pared rectal se ubica
entre la mano del operador y el ovario (b). La linea negra entrecortada delimita la posicién
del dispositivo de OPU (Bols, 2008). Tomado de Palma, 2008).

Figura 3. Representacion del modo de sujecién del mango y la guia de la aguja durante la
sesiéon de OPU.
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COCs en el mismo. Entre una donadora y otra se debe proceder a enjuagar profunda-
mente el sistema de aspiracién y cambiar el tubo colector y la aguja.

El material aspirado de cada donadora es pasado a través de un filtro colector
con el fin de concentrar los Complejos-Ovocito-Camulus (COCs). A través de un este-
reomicroscopio, los COCs son clasificados de acuerdo con los siguientes parimetros:
Calidad 1, con mis de tres capas de células de cimulus; Calidad 2, con menos de dos
capas de células del camulus; Calidad 3, son aquellos ovocitos con pocas células del
cimulus u ovocitos parcialmente desnudos y Calidad 4, ovocitos en estado de atresia o
con citoplasma en degeneracién como se muestra en la Figura 4.

Células del Cumulus : seleccion de ovocitos

Sl

Maduracién nuclear y citoplasmatica de ovocitos de diferentes categorias

Categoriade Expulciondel CP % Blastocisto Niunero de cétulas

ovocito Yo
| 80,44 32,68 88,9¢
2 69,8% 23,90 84,70
3 50,0v 11,10 65,5%
4 45.8° 4,7¢ 60,9°

Figura 4. Clasificacién de calidad de los Complejos-Ovocito-Ciimulos (CCOs) y su poten-
cial para la producciéon de embriones viables. (Tomado y modificado de Stojkovic et al.,
2001).

RECUPERACION DE OVOCITOS MEDIANTE ASPIRACION
TRANSVAGINAL GUIADA POR ULTRASONIDO (OPU) EN GANA-
DO BOS INDICUS Y MESTIZO DOBLE PROPOSITO

Las investigaciones realizadas en ganaderia Doble Propésito en cuanto a la téc-
nica de OPU en Venezuela son escasas. Los resultados hasta ahora obtenidos, han es-
tado circunscritos a las diferentes experiencias realizadas por algunas empresas co-
merciales y algunos equipos de investigacion. En este caso, se condujo un experimen-
to preliminar con el fin de evaluar el potencial de la técnica de OPU como herramien-
ta importante en la recuperacién de ovocitos en animales mestizos doble propédsito
Bos taurus x Bos indicus (Holstein x Brahman, Carora X Brahman, Holstein X Gyr,
Pardo Suizo X Brahman), al igual que en animales Bos indicus (Brahman, Gyr Leche-
ro) y mestizos Bos indicus (Brahman X Gyr).

Los resultados de estos experimentos se muestran en el Cuadro . Los datos pre-
liminares de este estudio en cuatro repeticiones, mostraron un efecto significativo
(P<0,05) en cuanto a la raza de la donadora sobre el nimero de complejos ovocito-cu-
mulus (COCs) totales y COCs viables recolectados mediante la técnica de OPU. Las
escasas muestras que hasta este momento han sido evaluadas denotan que la media
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mas elevada de COCs totales y COCs viables fueron para el cruce Brahman Rojo-
Holstein Rojo (62,16 = 6,54 y 50,31 = 7,80, respectivamente); mientras que la media
mds baja de COCs totales y COCOs viables fueron para el cruce Gyr-Brahman Rojo
(19,25 * 3,68 y 14,37 = 5,33, respectivamente).

Cuadro 1
Numero de Complejos ovocito-cumulus recuperados mediante la técnica
de OPU en animales Bos indicus y mestizos Bos taurus X Bos indicus
en ganaderias de Doble Propésito

Raza Media Qvocitos/OPU Media OQvocitos Viables/OPU
F1 Brahman Rojo-Holstein Rojo 62,16* 50,312
Brahman Blanco 51,492 27,910
Brahman Rojo 40,32b 23,910
F1 Brahman Blanco-Pardo Suizo 38,140 23,17°
F1 Gyr-Holstein Rojo 27,574 21,55p
F1 Brahman Blanco-Carora 25,004 19,500
Gyr Lechero 19,74« 14,77¢
F1 Gyr-Brahman 19,25¢ 14,37¢

Letras diferentes en la misma columna denotan una diferencia significativa (P <0,05).
(UNIRA, FCV-LUZ, VIATECA. Datos no publicados).

Los resultados preliminares obtenidos cn este estudio, establecen una produc-
cién de COCs de gran importancia como futuro potencial para la produccién de em-
briones mediante fecundacidn in vitro en ganaderias de Doble Propésito. Algunos de
estos resultados pueden ser comparables con los obtenidos en otros experimentos en
animales Bos indicus. Sin embargo, es importante aclarar que tales comparaciones ca-
recen de valor cientifico, debido a que cada experimento posee condiciones de experi-
mentacion especiales que limitan la realizacién de comparaciones, por lo que es im-
portante que en ganaderia DP sean rcalizadas las investigaciones necesarias; y asi po-
der indagar en los factores tanto técnicos como bioldgicos que suelen afectar la reco-
leccién de COCs.

Las razas Bos indicus difieren considerablemente de las razas taurinas en la diné-
mica folicular ovdrica en aspectos como el niimero de ondas foliculares, la tasa de cre-
cimiento folicular, el tamafio maximo del foliculo dominante, la maduracién ovocita-
ria y la expresion génica embrionaria. En ese sentido, los datos facilitados por razas
Bos taurus no deben ser extrapolados a animales Bos indicus (Camargo et al., 2007,
2010; Vianaet al., 2010). Asi mismo, entre razas de la misma especie (Nelore vs. Gyr),
se han encontrado diferencias notorias (Pontes et al., 2009; Pontes ez al., 2010) tal y
como lo demuestran los resultados de estas experiencias.

RETOS Y DESAFIOS PARA LA IMPLEMENTACION DE LA TECNI-
CA DE OPU EN LA GANADERIA MESTIZA DE DOBLE PROPOSITO

Un paso trascendental para dar inicio a un verdadero programa de mejoramien-
to genético a través de estas biotecnologias en ganaderia de doble propdsito, es poder
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identificar y seleccionar hembras con mérito genético mediante pruebas estadisticas
contundentes. La carencia de registros confiables ha sido la principal barrera con la
que los genetistas se han encontrado para lograr sus objetivos de mejora en nuestras
ganaderias.

En ese sentido, el desafio mas importante para el avance de las distintas biotec-
nologias, es la ausencia de programas de desarrollo y de investigacién en ganado mes-
tizo tropical de doble propésito, por lo que se debe asumir y admitir que todo, o casi
todo estd por hacer.

Por otra parte, es necesario recordar que la ejecucién de programas de mejora
mediante el uso de biotecnologias de tercera generacién como la OPU, la FIV y del se-
men sexado, debe tener como base y premisa la organizacion estructural que facilite la
implementacién estrictamente necesaria de las Buenas Practicas Ganaderas en los
programas basicos de manejo, en especial, los Programas ngético, Nutricional, Sani-
tario, Gerencial y del Programa Reproductivo (Gutiérrez-Afiez, 2014).

En algunos casos la importacién de genética mejorada garantizada, bien sea me-
diante la importacién de embriones o de hembras de reemplazo, ha permitido incor-
porar material genético que pudiese ser sometido a los diferentes programas de mejo-
ramiento mediante estas biotecnologia para de esa forma, ganar algunos pasos en el
desarrollo y mejora productiva de la ganaderia de Doble Propésito.

CONCLUSIONES

Los estudios preliminares en ganaderias Doble Propésito demuestran un po-
tencial en el uso de la técnica de OPU para la produccién iz vitro de embriones y el me-
joramiento genético de nuestra ganaderia.

Sin embargo, es importante asumir que se deben establecer planes estratégicos,
que pasen por la organizacién de las empresas ganaderas y con el establecimiento de
convenios multidisciplinarios (gubernamentales, gremiales, universitarios), que per-
mitan integrar esfuerzos, recursos técnicos, econémicos y humanos en la implemen-
tacioén de un programa de mejoramiento genético efectivo a través del uso de estas bio-
tecnologias.
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