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RESUMEN

La biotecnologia reproductiva ha sido una herramienta fundamental en la produccion de
embriones de la especie bovina en Colombia, con lo cual se ha logrado un avance significativo
en cuanto a nivel de productividad, calidad y eficiencia reproductiva. Aunque, tradicionalmente
ha sido de dificil acceso a los pequefios productores pecuarios por los altos costos. La aplicacion
de la técnica de fertilizacion in vitro (FIV) ha abierto las puertas a la posibilidad de obtener
embriones bovinos tanto para la investigacion cientifica como para el sector comercial.
Actualmente, los ovocitos son obtenidos a traves de ovarios recolectados en plantas de beneficio
o de bovinos de alta calidad genética por medio de aspiracién folicular con ultrasonido, donde
los ovocitos obtenidos son posteriormente colocados en medios de maduracion, fecundados con
semen de alto valor genético y cultivados en condiciones especiales durante unos dias. Por
ualtimo, los embriones son aptos para ser transferidos en fresco a una hembra receptora o para su
posterior criopreservacion. Dicha técnica ofrece grandes beneficios a futuro para los productores
pecuarios colombianos, pues se logra obtener una mejora en la eficiencia productiva. Ademas, se
logra un aumento en la velocidad de mejoramiento genético de los sistemas de produccién
ganaderas colombianas. Por lo cual, se hace necesario mejorar la eficiencia de la técnica para
aumentar el namero de embriones producidos y obtener rendimientos que sean rentables para los

ganaderos.

Palabras clave: Fertilizacion in vitro, biotecnologia reproductiva, embriones,

productividad, calidad, eficiencia reproductiva, protocolos.



ABSTRACT

Reproductive biotechnology has been a fundamental tool in the production of bovine
embryos in Colombia, which has achieved significant progress in terms of productivity, quality
and reproductive efficiency, which has traditionally been denied to small producers. The high
costs of accessing it. The maturation of oocytes and the application of in vitro fertilization
techniques (IVVF) has opened the door to the possibility of obtaining bovine embryos for
scientific research and for the commercial sector that increasingly fancy this type of embryos
produced by the Application of reproductive biotechnologies. Actually oocytes are obtained
through ovaries harvested from profit plants or cattle of high genetic quality by means of
follicular aspiration with ultrasound, where the oocytes obtained are later placed in maturation
media, fertilized with semen of high genetic value, and grown in special conditions for a few
days. Finally the embryos are apt to be transferred n fresh to a receiving female or for their
subsequent cryopreservation. The in vitro fertilization (IVF) technique offers great benefits for
Colombian livestock producers in the future, since it improves production efficiency and in
addition, it improves the breeding speed of Colombian livestock farms, where It is necessary to
improve the protocols to increase the number of embryos produced and to obtain yields that are

profitable for the breeders.

Key words: In vitro fertilization, reproductive biotechnology, embryos, productivity,

quality, reproductive efficiency, protocols.



INDICE GENERAL

RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
EVOLUCION DE LA BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA
DESCRIPCION DE LA TECNICA DE FERTILIZACION in vitro
3.1 Metodologias para la obtencion de ovocitos bovinos
3.1.1 Recoleccidony transporte de ovarios (Plantas de beneficio)
3.1.2 Técnica de aspiracion folicular (Ovum Pick-Up; OPU)
3.2 Produccion in vitro
3.2.1 Maduracion de ovocitos bovinos
3.2.2 Capacitacion de semen in vitro
3.2.3 Proceso de fertilizacion in vitro (FIV)
3.2.4 Maduracion in vitro de los embriones bovinos
3.2.5 Desarrollo embrionario en FIV
3.3 Componentes de los medios de cultivo
3.3.1 Parametros biofisicos y elementos inorganicos
3.3.2 Compuestos organicos
FERTILIZACION in vitro EN COLOMBIA
4.1 Estado de la técnica

PROYECCIONES Y PERSPECTIVAS

Pag.

11
17
17
17
18
21
22
24
27
31
35
37
37
39
42
47

49



6. VENTAJAS Y DESVENTAJAS

7. CONCLUSIONES

8. REFERENCIAS

54

58

60



INDICE DE FIGURAS
Pag.

FIGURA 1. Clasificacién de los embriones seguin normas IETS. 36



TABLA 1.

TABLA 2.

TABLA 3.

TABLA 4.

TABLAS.

TABLA 6.

TABLAT7.

TABLA 8.

INDICE DE TABLAS

Tiempo requerido para la capacitacion y duracion de la motilidad

espermatica, y duracion de la fertilidad de los gametos en

diferentes especies.

Medio de IVF-SOF (50ml).

Medio de fecundacion (FIV)

Formulacion final del medio de fecundacion.

Dilucion de heparina para la fecundacion.

Medio de cultivo CR1 Stock para cultivo de embriones.

Formulacion final del medio de cultivo CR1 suplementado con

3mg/ml de BSA y aminoécidos (aa).

Clasificacion de los embriones segin normas IETS.

Pag.

25

28

28

28

28

34

34

36



1. INTRODUCCION

La biotecnologia reproductiva ha tenido un marcado avance en los ultimos afios, donde se
han evidenciado las posibles aplicaciones, tanto en el &rea de la medicina como en la actividad
de produccion agropecuaria emergentes de la misma, y ha proporcionado las herramientas
necesarias para manipular y alterar el genoma de las especies de interés zootécnico, donde el
desarrollo de nuevas y mas eficientes tecnologias para la reproduccion in vitro, especialmente de
lineas de bovinos genéticamente superiores se hace esencial para optimizar los recursos, mejorar
la productividad y reducir el impacto sobre el medio ambiente. El desarrollo de nuevos procesos
para la multiplicacion in vitro de lineas de animales genéticamente superiores, se basa en el
avance de las técnicas de fertilizacion in vitro (FIV) y en el cultivo de embriones (Fernandez et

al., 2007).

La FIV es el proceso mediante el cual el espermatozoide penetra y fecunda al dvulo para
determinar la creacién de un nuevo individuo en unas condiciones controladas de laboratorio. En
este modo se ofrecen las condiciones necesarias para llevar a cabo dicho proceso mediante el
control de los diversos pasos involucrados, como lo son la maduracién e interaccion de dichos

gametos masculinos y femeninos en un ambiente controlado (Garcia, 2013).

Es de suma importancia anotar que el proceso de desarrollo de embriones bovinos
producidos mediante la FIV ha presentado dificultades en el momento de la implantacion de

dichos embriones, sin llegar a evidenciar si este inconveniente es debido a malas practicas en
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alguna de las etapas involucradas en la maduracion y fertilizacidn de los gametos o a la

reduccion de competencias de los ovocitos manipulados in vitro (Martinez, O. 2016).

Igualmente, mediante dicho método se puede realizar una valoracion de la capacidad
fertilizante de dvulos y espermatozoides, realizar una diversificacion del material genético
valioso y escaso (Even, 2006), ademas de prolongar la vida productiva de bovinos valiosos
genéticamente al reducir la carga fisiologica que implica el proceso de gestacion bovino normal
(Leivas, 2011). Adicionalmente, tener la capacidad de crear bancos genéticos de animales con un
alto estandar de productividad, determinar el género de los embriones producidos y cuidar

material genético de bovinos de razas en peligro de extincion (FAO, 2010).

No obstante, habiendo mencionado lo anterior, es necesario sefialar que la FIV ha tenido
grandes dificultades para su aplicabilidad en Colombia, dado que uno de los mayores obstaculos
es lograr que los costos estén por debajo de los ingresos. La FIV establece bajos costos siempre y

cuando el namero de 6vulos a fecundar sea alto, asi como su valor genético (Hernandez, 2001).

De alli surge la necesidad de revisar el estado de la FIV y realizar un minucioso andlisis
de las proyecciones y perspectivas de su utilizacion en la ganaderia bovina colombiana, para
lograr ofrecer mejoras considerables al productor bovino en cuanto al dominio de la fertilizacién
in vitro, de manera que se logre evidenciar si la técnica es y serd en un futuro una herramienta
confiable, sostenible y sustentable, con la cual se logre aumentar la produccion, seleccion y
comercializacion de embriones bovinos que contribuya al progreso de la transferencia de

embriones bovinos en Colombia.
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2. EVOLUCION DE LA BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA

La evolucidén de la biotecnologia reproductiva ha tenido diferentes actores con el
transcurso del tiempo y las necesidades, es asi como en 1780 Spallanzani obtuvo cachorros
caninos a partir de la practica de inseminacion artificial de una hembra adulta,
constituyéndose en uno de los primeros reportes de la utilizacion de herramientas para los

procesos de control y manipulacion de la reproduccidn en especies de interés zootécnico.

Ya para el afio 1900, el cientifico ruso Ivanov da un gran salto en la aplicabilidad de
la tecnologia al servicio de la reproduccion al crear la vagina artificial para la recoleccion de
material seminal de los machos con lo cual logré expandir su uso a otras especies (Adamiak
et al., 2005). En la década de 1940 se realizaron grandes avances en las técnicas de
conservacion, congelacién y almacenamiento del semen, investigacion que fue liderada por

los cientificos de la Universidad de Cambridge en Inglaterra.

Hacia 1950 Gregory Pincus informa por primera vez la realizacion de investigaciones
en el campo de la maduracion in vitro (MIV) en mamiferos. También en ésta década, hacia
1951, Austin y Chang investigan sobre los mecanismos implicados en la fertilizacion y se da
la identificacion del proceso y el mecanismo de la capacitacidn espermatica, lo cual se
convirtié en uno de los principales descubrimientos que contribuyé al desarrollo de la técnica
de FIV, donde los investigadores postularon que los espermatozoides de algunas especies de
mamiferos necesitaban residir por algin tiempo dentro del tracto reproductivo femenino
antes de adquirir la capacidad de penetrar los ovocitos; precisamente Austin, fue quien acufio

el término 'capacitacién’ para referirse al cambio que los espermatozoides sufren al someterse
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al ambiente del tracto reproductivo de la hembra para adquirir la capacidad de penetrar el

ovocito y desencadenar el proceso de fertilizacion (Bavister, 2002).

Antes de este descubrimiento se venian desarrollando muchos experimentos e
investigaciones relacionadas con la FIV, pero la mayoria tuvo fracasos en sus resultados,
explicados por el desconocimiento de la necesidad de la capacitacion del espermatozoide

para la adquisicion de la capacidad fecundante.

Gracias al hallazgo del proceso de capacitacion espermatica, se logré en la década del
50 el nacimiento de crias de conejo, producto de la fertilizacion in vitro (Chang, 1968).
Posteriormente Whittingham (1968), lwamatsu y Chang (1969, 1970) y Toyoda et al. (1971)
citados por Bavister (2002) reportaron la fertilizacion in vitro de ovocitos de raton usando

espermatozoides capacitados in vitro.

Thibault y Dauzier (1961) reportaron la fertilizacion in vitro de ovocitos de oveja y
de cerdo; sin embargo, pasaron muchos afios desde este primer reporte en estas especies
antes de poder desarrollar protocolos compatibles con resultados 6ptimos en cuanto a
estructuras embrionarias viables para éstas especies. En la especie felina, se reportd por
Bowen (1977) la primera FIV usando espermatozoides capacitados in vitro. En los caninos el

primer reporte de fertilizacion in vitro, data del afio de 1976 por Mahi y Yanagimachi.

Sreenan (1970) reporta la observacion del proceso de maduracion nuclear de ovocitos

bovinos, que fueron obtenidos de donadoras en sacrificio. En 1970, ocurre por primera vez el
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proceso completo de fertilizacion in vitro (FIV) descrito por los japoneses Iritani y Niwa.
Brackett (1982) informa el nacimiento del primer ternero vivo producido por medio de FIV.
También Lambert (1983), logra el nacimiento de seis terneros por FIV y en Japon el primer

becerro fue obtenido por Hanada en 1986 (Gordon, I. 1994).

La medicina veterinaria y la zootecnia han logrado avances importantes en cuanto a
biotecnologia reproductiva se refiere, teniendo grandes beneficios en el campo de laFIV y la
transferencia de embriones, lo que ha impulsado la industria pecuaria, que tradicionalmente
ha tenido la necesidad de producir mas, a un menor costo y con una calidad alta, y dandose

como una respuesta directa a la baja productividad en el sector agropecuario.

En Colombia, se ha visto un gran aumento en la implementacion de las diversas
biotecnologias reproductivas como lo son: la superovulacion, la transferencia de embriones y
la fertilizacion in vitro. Esta Gltima técnica se ha visto impulsada por en el incremento del
potencial reproductivo de las diversas razas bovinas de interés zootécnico. Tradicionalmente
en Colombia, el acceso a este tipo de biotecnologias va en funcidn a la capacidad adquisitiva
de quien necesite el servicio y la calidad genotipica y fenotipica de los animales a tratar; lo
cual, se ve reflejado en la dificultad de acceso a biotecnologias reproductivas de punta para
los productores de bajos recursos econdmicos y con animales de baja calidad genética,

cuando el fin es productivo.

No obstante, también se viene trabajando con gran intensidad a nivel investigativo y

académico, para lo cual se tiene por ejemplo, la obtencion de ovocitos de ovarios de las
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hembras bovinas sacrificadas en plantas de beneficio, las cuales se convierten en una
excelente alternativa para la produccion de embriones que pueden ser destinados a la
investigacion y a la practica de otras biotecnologias reproductivas. Asi mismo, viene en
crecimiento la cantidad de profesionales y centros dedicados a la produccion comercial de
embriones in vitro, constituyendo una buena alternativa al fomento de la utilizacion de esta

técnica en la produccion ganadera del pais.

Si bien se ha observado un incremento en la implementacion de la FIV en Colombia
durante los Gltimos afios, aln existe una baja tasa de produccién de embriones in vitro frente
a otros paises de la region como lo son Argentina y Brasil, y mas ain frente a paises
desarrollados; por lo anterior, se hace necesario seguir fortaleciendo la labor investigativa en
referencia a los procesos de maduracion, fertilizacion y desarrollo in vitro, con el fin de
poder optimizar el acceso a estas herramientas reproductivas a nivel de los productores

bovinos.

Por otro lado, es importante analizar la explosion demografica que vive la humanidad
en la actualidad, y que segln lo reporta la ONU en su informe Ilamado "Estado de la
Poblacién Mundial 2018" elaborado por el Fondo de Poblacion de las Naciones Unidas, la
poblacion mundial Ileg6 a 7.600 millones de personas para el afio 2018, y se espera siga
creciendo exponencialmente. Colombia no es la excepcion a la regla, pues para éste afio

reporté una poblacion de 50°002,971 habitantes segun el DANE.
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Este constante crecimiento demografico mundial y nacional genera grandes
preocupaciones en cuanto a la capacidad productiva y reproductiva de las diferentes especies
de interés zootécnico para producir alimentos de alta calidad nutricional y en cantidades
suficientes para suplir las necesidades alimenticias de una poblacion creciente y con demanda
de proteina de origen animal, en donde la especie bovina es una de las de mayor consumo,
acorde a los patrones de consumo de la region con alta demanda por los productos de origen

bovino.

Por lo anteriormente expuesto, la comunidad cientifica de la mano de los productores
bovinos se ha interesado en el uso de las diferentes biotecnologias enfocadas en la
reproduccidn asistida bovina con el fin de incrementar la produccion animal (Hu, 2010). De
esta forma se logra aprovechar el potencial genético de los animales con los que se cuenta en
el pais y poder tener un avance a nivel de mejoramiento genético mucho mas veloz que los
que puedan llegar a obtener de forma convencional (Smith y Niemann, 1999; Baldassarre,

2005; Robledo et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Vazquez, 2010).

La implementacion y masificacion de las diferentes biotecnologias reproductivas
bovinas en Colombia, ha tenido algunas limitantes relacionadas con las grandes expectativas
que se generan, las cuales no coinciden con los pobres rendimientos obtenidos en algunos
casos, en cuanto al bajo numero de embriones transferibles a hembras receptoras y los altos

costos que implica este tipo de procesos y procedimientos.
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En este sentido, existe gran variabilidad en cuanto a la respuesta de tratamientos,
explicado en parte por la diferencia en el estado corporal de las hembras donantes de
ovocitos y hembras receptoras de embriones; asi como, los machos donantes del semen, los
cuales deben estar en un estado reproductivo 6ptimo, lo cual genera circunstancias de

incertidumbre para el productor.

Debido a lo anterior, surge la necesidad de implementar otros métodos y alternativas
para la produccién de embriones como la fertilizacion in vitro, la cual constituye una de las
maés grandes y eficientes herramientas para la mejora genética del bovino y representa un
gran logro para los ganaderos e investigadores que buscan mejorar la productividad de los
sistemas productivos bovinos, lo cual redunda en una mejora del potencial productivo bovino

de nuestro pais, generando numerosas ventajas en cuanto a seleccion genética se refiere.



17

3. DESCRIPCION DE LA TECNICA DE FERTILIZACION in vitro

3.1 Metodologias para la obtencion de ovocitos bovinos

3.1.1 Recoleccion y transporte de ovarios (Plantas de beneficio)

En este método, se realiza la recoleccidn de ovarios a partir de hembras
sacrificadas en plantas de beneficio para ser sometidos al proceso de aspiracion
folicular (Pontes, 2011), donde los foliculos deben tener un tamafio promedio de entre
3y 6 mm (Herraddn et al., 2007). Mediante este método se puede aprovechar el
material genético en hembras sacrificadas por descarte, fusil sanitario u otros motivos
como muertes accidentales o enfermedades que comprometan la vida de bovinos de

alta calidad genética (Diez et al., 2010).

El uso de ésta metodologia proporciona grandes cantidades de ovocitos en
diferentes estadios de desarrollo embrionario a un bajo costo, donde en promedio se
pueden llegar a obtener 10 ovocitos por ovario aspirado para su posterior maduracién
y fertilizacion in vitro y alcanzar avanzados estados de desarrollo embrionario

(Hincapié, 2010).

Posteriormente, el trasporte del material genético obtenido es llevado al
laboratorio en un recipiente que contiene una mezcla de solucion salina + antibi6tico

a temperatura ambiente (hasta 22 °C hasta por 5 horas) (Block, 2011). Yaen el
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laboratorio se enjuagan dos veces con etanol al 70% + solucion salina, y
posteriormente, en ésta misma solucion se mantienen a una temperatura de entre 35 —
37°C en un recipiente plastico para realizar la aspiracion de los ovocitos (Garde et al.,

2017).

3.1.2 Técnica de aspiracion folicular (Ovum Pick-Up; OPU)

Esta técnica se realiza mediante el proceso de aspiracion folicular transvaginal
guiada por ultrasonido (OPU, Ovum Pick-Up, su denominacion en inglés)
(Rodriguez, 2012). Esta tecnica ha sido bastante usada en nuestro medio para lograr
la recuperacion de ovocitos bovinos in vivo (FEDEGAN, 2015; Pontes, 2011), para su

consecuente maduracion, fertilizacion y cultivo in vitro (Diez et al., 2010).

El uso de esta técnica permite obtener ovocitos de hembras jovenes, en
gestacién y 2 -3 semanas postparto con lo cual no se alteran los ciclos reproductivos
de las hembras donantes (Herradon et al., 2007), lo cual permite aumentar la
productividad de hembra donadora/afio, disminuir el intervalo generacional y

aumentar la eficiencia reproductiva (Dhali et al., 2009) (Pontes, 2011).

Asi mismo, permite obtener embriones de hembras donantes de alta calidad
genética con problemas de infertilidad o que no responden bien a los tratamientos
superovulatorios (Ahuja et al., 2009). La viabilidad de los embriones producidos por
este método es similar a la obtenida de embriones producidos por los procedimientos

de ovocitos recolectados en plantas de beneficio (Pontes, 2011), pero es
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sensiblemente menor a la viabilidad de los embriones obtenidos a partir de otras
biotecnologias reproductivas como la técnica tradicional de trasferencia embrionaria

(Hincapié, 2010).

La técnica de aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonido es una
de las técnicas que mas se utiliza en Colombia, en los procesos de obtencion de
ovocitos en animales vivos. En este aspecto, diversos autores coinciden en afirmar

que los pasos generales para realizar la aspiracion folicular transvaginal (OPU) son:

a) Tranquilizacion previa de la hembra en pie, con Xilacina 2% por via

intramuscular (Salazar, 2005).

b) Aplicacion de anestesia epidural con Lidocaina 2% para mejorar manejo.

c) Vaciamiento del recto, limpieza de vulva y periné (Serizier, 2011).

d) Introduccion del transductor de 5 a 7.5 Mhz via vaginal junto con la guia y la
aguja de puncion desechable (20G, 0°9 x 70mm) conectada a un tubo estéril
de 50ml (Block, 2011). Este equipo se completa mediante una bomba de vacio
accionada mediante un pedal y calibrada para producir una aspiracion
constante de 50 — 53 mmHg (20ml/min) manteniendo el tubo de colecta

atemperado a 37°C mediante bafio termostatico (Pontes, 2011).
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Posicionar los ovarios via rectal delante de la sonda, para foliculos de mas de
3mm de didmetro. Previo a la puncion se drena una pequefia porcion del
medio de recoleccion, recordando lavar todo el sistema de recoleccion cada
vez que se hayan aspirado 3 — 4 foliculos con PBS al que se le agregan 50
Ul/ml de Heparina, 50 mg/ml de Gentamicina y 1% de Suero fetal Bovino

(Pontes, 2011).

El producto obtenido en cada tubo de 50ml de la recoleccién de cada animal
debe ser filtrado, eliminando los restos de sangre con continuos lavados con
suero fetal bovino (PBS), llevados posteriormente a una caja de Petri para
localizacion y valoracion morfoldgica de los complejos cumulus-ovocito

(COCs) colectados mediante el uso del estereomicroscopio (Ruiz, 2010).

Los ovocitos obtenidos son clasificados en cinco categorias dependiendo de su
homogeneidad, citoplasma y compactibilidad de las células del cimulo (Ruiz,

2010).

e CATEGORIA I: Ovocitos con més de tres capas de células del
cumulo compactas y con citoplasma homogéneo uniformemente
granulado.

e CATEGORIA I1: Ovocitos con menos de tres capas de células del
cumulo y citoplasma generalmente homogéneo.

e CATEGORIA I11: Ovocitos con una sola capa de células del ciimulo

y citoplasma de aspecto irregular con areas oscuras.
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e CATEGORIA IV: Ovocitos denudados.

e CATEGORIA V: Ovocitos maduros con cumulo expandido.

3.2 Produccion in vitro
Una vez colectados los ovocitos, es necesario desarrollar una serie de pasos o etapas a
nivel del laboratorio con el fin de poder obtener embriones aptos para transferir. Ferreira

(2010) seriala las etapas clave en el proceso:

e Maduracién de ovocitos bovinos.

e Capacitacion de semen in vitro.

e Proceso de fertilizacion in vitro (FIV).

e Maduracién in vitro de los embriones bovinos.

e Evaluacion del clivaje y desarrollo embrionario en FIV.

Luego del proceso de maduracion in vitro aproximadamente el 90% de los ovocitos
que son puestos en el medio de cultivo se activan y logran alcanzar la metafase II,
expulsando el primer cuerpo polar pasadas las 16 — 24 horas pos maduracion (Block,
2011). De éstos, normalmente el 80% logra ser fecundado y comienza su proceso de
division celular hasta alcanzar de 2 — 4 células, de los cuales Gnicamente de un 25 — 40%
logra llegar al estado de Blastocisto (B) o de Blastocisto expandido (Bex) pasados 6 — 7

dias (Ferreira, 2010).
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Lo anterior muestra que el paso correspondiente al cultivo embrionario es donde se
encuentra la mayor cantidad de pérdidas dentro del sistema de produccion de embriones

post FIV, lo cual define a su vez la calidad de los embriones a obtener (Felmer, 2006).

3.2.1 Maduracion de ovocitos bovinos

El proceso de maduracion de ovocitos bovinos comprende procesos altamente
especializados, mediante el cual el ovocito evoluciona de profase a metafase
promoviendo la maduracién nuclear, donde en el ovocito se produce el proceso de
divisién celular (meiosis) dado un aumento de la hormona luteinizante (LH), o
también cuando es sometido al proceso de maduracion in vitro (Block, 2011). Este
proceso se cumple en un periodo de 24 horas, donde el ovocito alcanza la maduracion
nuclear (metafase) y queda latente hasta el momento de ser fertilizado. En éste
momento se da la formacion pro nuclear; asi mismo, es necesaria la maduracion del
citoplasma del ovocito, pues mediante ésta, el ovocito queda listo para ser fertilizado
y logra aportar los elementos requeridos para el desarrollo embrionario (Ferreira,

2010).

El proceso de meiosis se inicia en el ovario de los fetos hembras y se detiene
previo al nacimiento en la etapa de profase, donde detienen su desarrollo y se
estancan en una fase llamada “reticulada”, que consiste en un estado de reposo del

nucleo y queda asi hasta la pubertad (Ferreira, 2010).
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Dichos ovocitos inmaduros, y que entraron en reposo poseen un nucleo de gran
tamafio que se llama vesicula germinal desde donde parte la meiosis desde profase
hasta la metafase donde el primer cuerpo polar es expulsado al espacio perivitelino

(Zarate, 2006).

En los ultimos afios, se han desarrollado diversos protocolos de estimulacion
ovarica en bovinos tendientes a aumentar la presencia de foliculos de mayor didmetro
al momento de la puncion folicular con los que se han obtenido tasas de produccion
de embriones hasta un 80% (Orzuna, 2015). Sin embargo, esto incrementa los costos
de la técnica por lo cual la mayoria de las veces se realiza la técnica sin una

estimulacion hormonal exogena.

La composicion y metodologias utilizadas en los medios de cultivo, deben brindar
un ambiente similar al proceso que ocurre de forma natural; las condiciones que son
simuladas a nivel de laboratorio, se da por medio del uso de medios de cultivo como
es el “Tissue Culture Medium-199 (TMC 199)” suplementado con Suero Fetal
Bovino (SBF) al 10%, 5 pg/ml FSH, 50 ug/ml LH y 0.1 ug/ml de Estradiol que tiene
un efecto favorable en el desarrollo post maduracion, cubiertas con aceite mineral de
acuerdo con el protocolo de Watanabe et al. (1998). Los ovocitos son incubados por
24 horas en atmosfera controlado con 5% de CO? y 100% de humedad” (INTA,

2010).
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De los Reyes (1994), citado por Paez (2013) comenta que las gonadotropinas
provocan un aumento significativo en la cantidad de AMPc en las células de la
granulosa e inducen la maduracion ovocitaria. La LH mejora las condiciones de
maduracion in vitro, modificando el ambiente nutricional ya que aumenta la energia
disponible para el ovocito (Ferreira, 2010). Adicionalmente, impide los efectos
inhibitorios que acttan sobre el gameto, logrando de ese modo la ruptura de la
vesicula germinal. Por otro lado, la FSH induce la expansion de las células de cimulo

en bovinos, a través de la sintesis de piruvato y &cido hialurénico.

Se ha sugerido ademas que la FSH y el estradiol participarian en el bloqueo a la
poliespermia durante la fecundacion, a través de la sintesis previa de los granulos
corticales (De los Reyes, 1994). Una vez lavados y seleccionados los ovocitos, son
posteriormente colocados en grupos de hasta 50 ovocitos por cada celda, en placas de

cultivo, conteniendo medio de maduracién.

3.2.2 Capacitacion de semen in vitro

Como se evidencia en la tabla 1, en condiciones de reproduccion natural, para
lograr llevar a cabo éste proceso el espermatozoide necesita estar dentro del tracto
reproductivo de la hembra por un periodo de entre 5 — 6 horas antes de adquirir su

capacidad fertilizante (Ishimoto, 2015).



25

FERTILIDAD | FERTILIDAD
ESPECIE | CAPACITACION | MOTILIDAD EN EN
ESPERMAS OVOCITOS
DURACION EN HORAS
OVEJA 1-5 48 30-48 8-10
RATA 2-3 17 14 12
CERDO 2-3 50 24-48 8-10
CONEJO 5 43-50 28-36 6-8
VACA 5-6 15-48 24-48 8-12

TABLA 1. Tiempo requerido para la capacitacion y duracion de la
motilidad espermatica, y duracion de la fertilidad de los gametos en
diferentes especies.

(FUENTE: Dale y Eider, 1997 y Bearden y Fuquay, 1997)

En este lapso de tiempo, suceden cambios de tipo funcional en el espermatozoide,
los cuales son conocidos como la capacitacion espermatica, el cual es un proceso
dependiente de la temperatura, que solo se da entre los 37 — 39 °C (El-Sherry et al,
2014). Hunter et al (2011) menciona que el liquido folicular y el tracto reproductivo
de la hembra proveen elementos necesarios para la maduracién del ovocito, la
capacitacion y la fertilizacion. Adicional a esto, manifiestan que dicho tracto
reproductivo contiene un factor de bajo peso molecular, que incrementa el
metabolismo espermatico y aumenta la motilidad mediante el decremento de los

niveles de ATP y aumento en los del AMPc dentro del espermatozoide.

En bovinos se dan dos procesos fundamentales durante la capacitacion espermatica:

e En primer lugar, se da la remocion del plasma epididimal y seminal del

espermatozoide, posteriormente se da una alteracion en las glicoproteinas a

nivel de membrana plasmatica. Esto puede ser in vivo o in vitro por contacto
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con las células del cumulus oophorus (CCO), lo que incrementa la velocidad

flagelar y acelera el movimiento del espermatozoide (Hyakutake et al. 2015).
e Después de esto, el espermatozoide se pone en contacto con las CCO por un

lapso de 2-3 horas, donde las células alteran los componentes de la superficie

espermatica por medio de las glicosidasas (Hyakutake et al., 2015).

Durante el proceso de capacitacion espermatica también suceden procesos dentro
de las células como un cambio en la concentracion y el metabolismo del calcio
(AMPCc) donde se da una reaccion acrosdmica, produciendo la fragmentacion y
perdida del acrosoma liberando ciertas enzimas hidroliticas y proteasas (EI-Sherry et

al., 2014).

Dicha reaccion acrosomica implica la fusion de la membrana externa con la
plasmaética, con la posterior liberacion del contenido acrosomal, que se une a la zona
pellcida mediante una glicoproteina (ZP3), y que se adhiere a la capa acrosomal
llevando a cabo una reaccion, que también es ayudada por medio del &cido
hialurdnico, el cual en presencia de hialuroquinasa presente en el acrosoma lleva a
cabo dicha reaccion acrosomica. Esta reaccion es primordial en la activacién del
espermatozoide previa a la fusion de los dos gametos, lo cual ocurre entre 2 - 15

minutos in vitro en presencia de Ca** (Hunter et al., 2011).

A nivel del laboratorio, la capacitacion espermatica generalmente se logra
exponiendo los espermatozoides vivos a concentraciones de heparina y cafeina (Hu,
2010). Estas sustancias logran estimular el proceso de capacitacion del

espermatozoide que lo prepara para interaccionar y fecundar el évulo (Foo, 2010).
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Este tratamiento incluye la eliminacion de todos los elementos presentes (plasma
seminal, componentes del diluyente en caso de semen congelado-descongelado,
contaminantes, etc.) excepto los espermatozoides y una seleccion de los

espermatozoides vivos y con motilidad progresiva.

Esto se logra mediante técnicas basadas en la migracion de los espermatozoides
(swim up), la centrifugacion en gradientes de densidad (percoll) y filtracién (lana de

vidrio). De estas las méas utilizadas son el swim up y el percoll (Mucci, 2010).

3.2.3 Proceso de fertilizacion in vitro (FIV)

Para llevar a cabo este proceso se utiliza semen de pajillas descongeladas para tal
fin, junto a la previa retirada de las placas de maduracion de ovocitos, y segun Mucci

(2010) se siguen los siguientes pasos:

i.  Cargar nuevas placas de cultivo con medio de fecundacion. De acuerdo a este
protocolo por cada celda se colocara 400ul de medio de fecundacion (Tabla
2), soluciones salinas: tiroides lactato modificado (TALP), IVF-SOF (Fluido
Sintético del Oviducto)(Caicedo, 2016); tablas 3, 4, 5 + 20ul de una solucion
de heparina diluida en medio de fecundacion como inductor de la capacitacion
espermatica (Tabla 6). Posteriormente, colocar en estas placas los ovocitos que

fueron puestos a madurar el dia anterior (Mucci, N. 2010).



COMPONENTES UNIDADES
Cloruro de sodio 315 mg
Cloruro de Potasio 26,8 mg
KH2PO4 2 mg
Bicarbonato de sodio 105 mg
Penicilina 3,25 mg
Piruvato de Sodio 2,75 mg
BSA FAF 400 mg
Fructosa 4,5 mg
Cloruro de Calcio 12,6 mg
Aminoécidos 500 ul
Lactato de Sodio 23,5 ul
Agua ultra pura 50 mi
TABLA 2. Medio de IVF-SOF (50ml).
(FUENTE: Mucci, 2010)
COMPONENTES UNIDADES
Cloruro de sodio 666 ml
Cloruro de Potasio 23,5 mg
KH;PO4 4,7 mg
Bicarbonato de sodio 210 mg
Penicilina 6,5 mg
Rojo Fenol 1mg
Cloruro de Calcio 39,7 mg
Cloruro de Magnesio 10 mg
Lactato de Sodio 186 ul
Agua ultra pura 100 ml
TABLA 3. Medio de fecundacion (FIV).
(FUENTE: Mucci, 2010)
COMPONENTES UNIDADES
FIV stock 10 ml
BSA 60 mg
Piruvato stock 100 ul

TABLA 4. Formulacion final del medio de fecundacién.

(FUENTE: Mucci, 2010)

COMPONENTES UNIDADES
Heparina 1mg
Medio de Fecundacion 1ml

TABLA 5. Dilucién de heparina para la fecundacion.

(FUENTE: Mucci, N. 2010)
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Por otro lado, Martinez (2016) manifestd que la adicion de factor de
crecimiento similar a la insulina tipo-1 (IGF-1) a los medios de fertilizacién in
vitro y cultivo de embriones ha sido propuesta como una forma de imitar las
sefiales maternas de la gestacion temprana en el Gtero. En dicho estudio
también manifiestan que, se utiliz6 semen sexado de tres toros Holstein para la
fertilizacion in vitro (FIV), de ovocitos obtenidos de ovarios recolectados en
plantas de sacrificio, para lo cual se agregd IGF-1 (100 ng/ml) en los medios
de fertilizacién y desarrollo embrionario a diferentes tiempos: T1 (IGF-I, d O-
7;n=393); T2 (IGF-I, d 0-3; n=394); T3 (IGF-1, d 3-7; n=394); y T4 (sin

IGF-1 o0 grupo control; n=394).

Se evaluo el porcentaje de fertilizacion al dia tres de incubacién y el dia siete
se evalud la calidad y estadio de los blastocistos. Los datos se analizaron con
el procedimiento CATMOD de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC), ajustando un
modelo que incluyo el efecto de tratamiento (con y sin IGF-I, para tasa de
fertilizacion; y T1, T2, T3y T4 para otras variables). La adicion de IGF-1 al
medio afectd la tasa de fertilizacion (34 vs 42%; P < 0.05) y no hubo efecto (P
> 0.05) de tratamiento para la tasa de blastocistos/ovocitos fertilizados, ni para
calidad de los blastocistos, donde en dicho estudio se concluye que la adicion
de IGF-I a los medios de fertilizacion y cultivo in vitro no tiene un efecto
benéfico para la produccion de embriones, pero si afecta la fertilidad del

semen sexado.
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Si el semen esta congelado en pajillas en N2 liquido, la misma debera
descongelarse en un bafio maria a 30°C, durante 30 segundos. Posteriormente,
una vez secada la pajilla se efectuara el corte de uno de sus extremos y se lo
introducira en un tubo de 5ml estéril. Luego se efectuara el corte del otro
extremo y se descargaré de este modo la columna de semen dentro del
recipiente estéril (Mucci, N. 2010).

Independientemente de la forma de la presentacion del semen este debera ser
acondicionado con el proposito de eliminar diluyentes, células muertas, etc.
(Mucci, 2010).

Una vez obtenida la suspension de espermatozoides libre de diluyentes y
celulas muertas, se procede a la determinacion de la concentracion
espermaética para efectuar la fecundacion con la dosis requerida (Mucci, N.
2010).

Preparar la camara de neubauer para realizar el conteo de espermatozoides
(colocar un cubre objetos) (Mucci, 2010), 6, un método alterno como recuento
con fotémetro (Rivera, 2013).

Diluir la suspension de espermatozoides al 5% en agua. Tomar 95 pl de agua y
agregarle 5 pl de la suspension de semen obtenida luego de la Gltima
centrifugacion. Homogenizar y cargar la camara para efectuar el conteo
(Mucci, 2010).

Llevar al microscopio y contar 5 cuadrados de doble borde (x400) (Mucci,

2010).
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viii.  Calculo para la fecundacion: célculo que contempla la dilucién efectuada
sobre la muestra espermatica dividido por el nmero de espermatozoides que
se contaron (Guimaraes. 2012). El resultado corresponde al volumen en pl que
se debe tomar del tubo que contiene los espermatozoides para fertilizar con un
millén de espermatozoides por mililitro de dosis inseminante (Mucci, 2010).
Se efectla la dilucién y el conteo de los espermatozoides motiles para alcanzar
habitualmente una dosis inseminante de 1-6 millones de espermatozoides por
ml de medio de fecundacion.

ix.  Colocar en cada celda de la placa de cultivo la cantidad de semen
correspondiente y llevarlas a estufa durante 24hs (Guimarées. 2012). La dosis
espermaética es generalmente de 1-2 millones de espermatozoides por ml de

medio (Mucci, 2010).

3.2.4 Maduracion in vitro de los embriones bovinos

Los embriones que lograron sobrepasar la etapa anterior, y sobrepasaron la etapa
de 4 0 més células, son llevados del medio de fecundacion al medio de cultivo donde
pueden proseguir con su division celular, hasta llegar a morulas y blastocistos
(Guimarées, 2012), en donde los embriones pueden ser transferidos a hembras
receptoras (en fresco), o congelados para su posterior uso mediante criopreservacion
(Gadelha, 2010), etapa donde se usan en dicho medio varias fuentes de energia como

glucosa, aminoacidos esenciales y no esenciales (Gadelha, 2010).
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La clasificacién actual de los medios de cultivo manejada en Colombia, y que se

apega a la norma internacional se puede dividir en tres grupos (INTA. 2004):

i.  Indefinidos: Cuando se utiliza suero fetal bovino en co-cultivo con células
somaticas, pero dificulta el conocimiento de las necesidades de los embriones
durante sus etapas de desarrollo temprano y conllevan un riesgo de incorporar

patdgenos durante el cultivo (Herraddn et al., 2007).

ii.  Semidefinidos: Cuando se omite el co-cultivo y el suero fetal bovino se

reemplaza por albimina sérica (Guimaraes. 2012).

iii.  Definidos: Cuando el suero se reemplaza por macromoléculas como el

polivinil alcohol o la polivinil pirrolidona.

La clasificacién de los sistemas de cultivo se puede dar de la siguiente manera

(INTA, 2010):

i.  Co-cultivo: Se refiere a la mezcla del medio de los embriones con células
somaticas (células de la granulosa, oviductales), las cuales tendrian la
capacidad de producir y liberar al medio diversos elementos (hormonas,
factores de crecimiento), para mejorar el desarrollo del embrién, reducir la
presencia de sustancias dafiinas y reducir la tension del O del medio

embrionario (INTA, 2010).
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Ii.  Definidos y no definidos: Donde se puede conocer o no los compuestos
utilizados en los medios de cultivo, pero tienen grandes limitantes, el conocer
la composicion de dichos medios ayuda a determinar los requerimientos de los

embriones en sus diversas etapas de desarrollo (INTA, 2010).

iii.  Secuenciales: Donde no se efectian cambios durante todo el cultivo.

iv.  No secuenciales: Donde la composicion del medio de cultivo va siendo
modificada adicionando o cambiando totalmente con base en los
requerimientos de los embriones o para desechar residuos de su metabolismo

fisiologico normal (INTA, 2010).

Pasadas 24 horas de la FIV se debe hacer la denudacion de los cigotos para retirar
el cumulus, lavar en medio de cultivo y colocados en placas de maduracion (co-
cultivo con células de la granulosa) o en nuevas placas (sin co-cultivo) (Guimaraes.
2012), donde se colocan en una estufa a 38.5 °C en una atmosfera de 5% de Oz, 90%
de N2y humedad a saturacion hasta 48-72hs, donde se cuentan los ovocitos que se
han dividido y se continua el cultivo hasta el dia séptimo donde estan aptos para

transferencia o criopreservacion (INTA, 2010).

a) Se procede a verificar la placa de maduracion para descartar contaminantes, se
aspira el contenido y se reemplaza por 400 pl de medio de cultivo (TABLA 6
y 7) (Solis, P. 2015). En caso de no efectuar co-cultivo con células de la

granulosa se procedera al llenado de nuevas placas (Mucci, 2010).



COMPONENTES UNIDADES
Cloruro de Sodio 670,32 mg
Bicarbonato de Sodio 220,11 mg
Cloruro de Potasio 23,11 mg
Rojo Fenol 1mg
Lactato de Calcio 63,55 mg
Piruvato de Calcio 4 mg
Agua Ultra pura 100 ml

TABLA 6. Medio de cultivo CR1 Stock para cultivo de embriones.
(FUENTE: Mucci, 2010)

COMPONENTES UNIDADES
CR1 stock 9,7 ml
BSA 30 mg
BME (aa no esenciales) 200 ul
MEM (aa esenciales) 100 ul
Glutamina 1,5mg

TABLA 7. Formulacion final del medio de cultivo CR1 suplementado con

3mg/ml de BSA y aminodcidos (aa).

(FUENTE: Mucci, 2010)

b) Preparar la pipeta con capilar de vidrio necesaria para el manejo de los

embriones (Bermejo, 2010).

c) Se procede a aplicar 400 ul de medio de cultivo en un tubo de centrifuga, se
pasan los cigotos por este para desempacarlos por agitacion mecanica

utilizando un vortex durante 1,5 minutos o mediante la utilizacién de

micropipetas (Solis, 2015).
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d) Después de esto se lavan las paredes del tubo con medio de cultivo, se aspira 'y

se deposita en una placa de busqueda, donde se agregan 400 pl de medio de

cultivo en el tubo y se vuelve a enjuagar (Solis, 2015). Posteriormente, se
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realiza la busqueda y el lavado de los cigotos mediante el pasaje a través de

gotas de medio de cultivo (Mucci, 2010).

e) Hay que aclarar que se deben hacer varios lavados y busquedas del tubo hasta
no encontrar mas cigotos (Bermejo, 2010), donde una vez lavados y

seleccionados se colocan en una placa de cultivo.

f) Se introduce dicha placa en la estufa y se procede a establecer el cultivo bajo
las condiciones ya mencionadas (estufa a 38.5 °C, atmosfera de 5% de O3, 5%

de CO2, humedad a saturacion hasta 48-72hs) (Urrego et al., 2008).

g) Posteriormente se continta con el cultivo hasta el dia 7 donde se evalla el
porcentaje de produccion de embriones en sus diferentes estadios (Mamo,

2011) y se procede a su transferencia o criopreservacion (INTA, 2010).

3.2.5 Desarrollo embrionario en FIV

Segun lo establece la International Embryo Technology Society (IETS), la
clasificacion de la integridad morfofisiologica embrionaria se puede hacer de la

siguiente manera:
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8. Blastocisto eclosionado

36

7. Bilastocisto expandido (2 Dies) 9. Bilastocisto
(8-9 Dias) eciosionado expandic
(9-10 Dias)

FIGURA 1. Clasificacion de los embriones segun normas IETS.
(FUENTE: De la Fuente, 2012)

“El cddigo para el grado de desarrollo es numérico. EI nimero 1 significa un
ovocito sin fecundar o un embriodn de una célula. EI nimero 2 identifica embriones

con 2 a 16 células (Réty, 2011). El nimero 3 identifica una morula temprana, y los

nameros 4 a 9 identifican a los embriones en estadios posteriores a la compactacion”,

y asi sucesivamente como se puede apreciar en la tabla 8 (De la Fuente, 2012).

CODIGO ESTADO DIAS
1 No fertilizado 2-4
2 De 2 a 12 células 2-4
3 Moérula 5-6
4 Mérula compacta 6-7
5 Blastocisto temprano 7
6 Blastocisto 7-8
7 Blastocisto expandido 8
8 Blastocisto eclosionado 8-10

TABLA 8. Clasificacion de los embriones segun normas IETS.
(FUENTE: De la Fuente, 2012)
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Calidad embrionaria:

e Excelente (1): Embrion redondo, simétrico, blastomeros uniformes, intactos y
viables, zona peltcida con superficies lisas, sin concavidades ni malformaciones

(Mamo, 2011).

e Bueno (2): Irregularidades moderadas, el 50% del material celular debera

encontrarse intacto y corresponderia con una masa embrionaria viable.

e Regular (3): Forma y tamafio de la masa embrionaria, asi como en el tamafio,
color y densidad de células individuales irregulares. Al menos el 25% del material
celular debera encontrarse intacto y corresponderia con una masa embrionaria

viable.

e Malo (4): Muerto o degenerado, ovocito de 1 célula, no viables.

3.3 Componentes de los medios de cultivo

3.3.1 Parametros biofisicos y elementos inorganicos

Tras una exhaustiva revision literaria, diversos investigadores coinciden en manifestar

que los parametros biofisicos y los elementos inorganicos fundamentales para ser

tenidos en cuenta por su relevante importancia en el proceso son:
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Osmolaridad: Segun los valores promedio obtenidos de secreciones uterinas, el

valor optimo ronda los 280 mOsm/kg (Raty, 2011).

pH: Se han obtenido los mejores resultados en pH neutro a alcalino,

encontrandose en un rango de entre 7,2 a 7,6 (Orzuna, 2015).

CO2/ Oz2: Los pardmetros de gases mas exitosa es 5% CO; en aire en la fase de
maduracion de ovocitos y la FIV, y de 5% Oz, 90% N2 y 5% CO; en la fase de

desarrollo embrionario (Orzuna, 2015).

Fluido de oviducto: Sus caracteristicas proporcionan bajas concentraciones de
sodio y altas concentraciones de potasio, los cuales deben ser balanceados muy
bien, al igual que otros elementos basicos como bicarbonatos, sulfatos y fosfatos

(Rity, 2011).

H20: Se considera el componente basico del medio de cultivo, y el desarrollo
embrionario esté relacionado de una forma directamente proporcional con el
grado de pureza de la misma. Mucci (2010) recomienda no almacenar durante
mucho tiempo el agua destinada para los medios de cultivo, pues los contenedores

pueden soltar residuos que pueden contaminarla (Orzuna, 2015).
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3.3.2 Compuestos organicos

En los Gltimos afios en Colombia se han registrado diversas investigaciones que
revelan el efecto de variadas hormonas, macromoléculas y factores promotores de
crecimiento embrionario en bovinos (Bermejo, 2010), los cuales presentan diversos
resultados, y que adicionalmente no siempre tienen buenos resultados, lo que afecta
los procesos de investigacion, pero en los cuales siempre son constantes con el uso de

dos compuestos fundamentales para dicho fin, segin Orzuna (2015) éstos son:

e Fuente de energia: Para el establecimiento del medio de cultivo y maduracion de
los embriones producidos mediante la FIV, es esencial el uso de lactato, piruvato
y glucosa como fuente de energia (Bermejo, 2010). Estos son utilizados por los
embriones en las primeras etapas junto a la glutamina como fuente principal de
energia (Bernal, 2011); en dado caso se genera un aumento en el consumo de
glucosa en estadios mayores de desarrollo embrionario (Gonella et al., 2013).
También tiene incidencia en la sintesis de precursores de ADN, ARN vy lipidos, lo
cual lo hace importante al momento de la eclosion fuera de la zona pelucida

(Orzuna, 2015).

e Fuente de proteina: Los aminoacidos son de suma importancia en los medios de
cultivo y desarrollo embrionario (Bernal, 2011), ya que son fuente de energia,

actuan como buffer dentro de las células y en sintesis proteica, las cuales son
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mediados por transportadores a nivel de membrana dependiendo de la fase de

desarrollo, 6 como respuesta a estimulos del medio de desarrollo (Orzuna, 2015).

Los aminoacidos no esenciales influyen en el desarrollo en fases iniciales
(Bernal, 2011), los aminoacidos esenciales lo hacen en embriones de desarrollo
mayor (8 células 0 més), lo cual es en respuesta a necesidades especificas del
embrién (Felmer, 2006). Adicionalmente, a éstos aminoacidos se les hace una
suplementacion proteica con suero fetal bovino o albumina sérica bovina (BSA)
en el medio de cultivo y de desarrollo (Bermejo, 2010). Dichos suplementos
presentan diversos beneficios como la proteccion de los embriones a toxicos,
aporta factores de crecimiento y hormonas, disminuye la tension superficial del
medio de cultivo, evita adherencias de los embriones (Mamo, 2011), utilidad que
todavia se cuestiona, pues tanto la tasa de produccion, como el nimero de células
embrionarias no fueron afectados por la presencia o ausencia de suero (Orzuna,

2015).

Igualmente, con la suplementacion de sueros en los medios de cultivo se
generan efectos negativos como alteraciones mitocondriales, exceso de
produccion de &cido lactico, aumento de células apoptdticas; asi como,
alteraciones en los periodos de gestacion de las hembras receptoras de dichos
embriones (Rodriguez, 2012). También se presentan terneros nacidos con mayor
peso de lo normal, lo cual puede ser explicado en estudios recientes, donde

indican que la presencia de suero puede disminuir la expresion de genes, que son
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de particular importancia para el desarrollo embrionario temprano como el de la
conexina 43, y para el reconocimiento materno de la prefiez como el interferén r

(Orzuna, 2015).

Adicionalmente, en recientes investigaciones, se ha llegado a la conclusién
que los embriones producidos en medios adicionados con suero presentan una
mayor cantidad de lipidos (Bernal, 2011). Esto contribuye a que exista una mayor
sensibilidad al proceso de criopreservacion, y aumenta el riesgo de contaminacion
del medio de cultivo (Rodriguez, 2012). Por dicha razén, en algunos casos se usan
polimeros sintéticos como el alcohol polivinilico, la polivinilpirrolidona, o el
hialuronato, los cuales han demostrado proveer una buena actividad surfactante,

similar a la albumina (Sanchez, 2014).
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4. FERTILIZACION in vitro EN COLOMBIA

La fertilizacion in vitro, se ha convertido en el transcurso de los ultimos afios en una
biotecnologia cada vez mas asequible para los productores bovinos de Colombia, ya que
gracias al incremento en su implementacion en diversos sistemas productivos, y a la
existencia de empresas y laboratorios nacionales e internacionales que hacen presencia en el
pais, hay un incremento en el nimero de profesionales especializados en el érea, y se ha
logrado la disminucidn de los costos para acceder a ella, para poder aprovechar sus bondades
en la ganaderia bovina, donde puede contribuir de gran manera en mejorar la calidad de vida

de los productores pecuarios bovinos del pais.

Bajo estas circunstancias, vale la pena resaltar el caso de Argentina, donde la FIV se ha
implementado con gran éxito; esta técnica se ha usado de forma intensiva desde hace més de
20 afios, dando excelentes resultados en la produccion bovina. Segun el grupo de
investigacion del Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Facultad de agronomia de la
Universidad de Buenos Aires, durante una conferencia, ofrecida en el Congreso Tecnol6gico
CREA, inform6 que la FIV sigue generando resultados positivos en la productividad

ganadera después de tantos afios desde su inicio.

Gracias al avance y desarrollo de la técnica, se ha abierto el mercado para la
comercializacion de embriones en doble via desde y hacia Brasil, ésto luego de un trabajo
conjunto entre el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (Senasa) de

Argentina y el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento (MAPA) de Brasil,
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garantizando asi las condiciones sanitarias apropiadas para el comercio internacional,

establecidas por la Organizacién Mundial de la Sanidad Animal.

Colombia puede tomar el ejemplo del caso argentino, con el fin de incrementar la
utilizacion de esta biotecnologia en los programas reproductivos de los sistemas ganaderos
bovinos, actualmente solo se cuenta con alrededor de 15 centrales productoras de embriones
certificadas por el Instituto Colombiano Agropecuario en todo el territorio colombiano,
como son Ctelca, CGR, Cryogen, Embriocell, Embriones Del Sinu, Vitrogen, Empresa
Genética Especial E.G.E., Central de Biotecnologia Reproductiva Bovina de la Regional
Cesar y el Laboratorio de Reproduccion bovina de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica
de Colombia, entre otras. Las anteriores empresas y laboratorios, mediante la utilizacion de
técnicas brasileras, americanas y europeas, junto con el apoyo de entidades académicas como
el Instituto de Reproduccion Animal Cordoba —IRAC de Argentina, han participado de

manera definitiva en la capacitacion de profesionales, difusion y aplicacion de la FIV.

En los proyectos biotecnoldgicos que funcionan actualmente impulsados por las
diferentes federaciones de ganaderos del pais, se muestra que la FIV disminuye las brechas
generaciones, al tener resultados de mejoramiento genético en la primera descendencia
bovina, lo que representa ahorro en tiempo e inversion por la mejora en los resultados en
produccion de leche y carne, con lo que se podria convertir en una buena alternativa para los
ganaderos de Colombia, generando la posibilidad de acceder a ella a un costo mas bajo en

comparacion con afos anteriores.
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En Colombia se han llevado a cabo en la tltima década, algunos estudios de tipo
cientifico con el fin de mejorar la viabilidad de la técnica de FIV en bovinos, como por
ejemplo, lo reporta Urrego (2008), quien realiz6 un estudio sobre la simplificacion de la
fertilizacion de ovocitos durante la produccion in vitro de embriones bovinos. El objetivo de
dicho estudio fue “evaluar un nuevo procedimiento de fertilizacion in vitro (FIV) de ovocitos
bovinos, en el cual se omitio la centrifugacion de los espermatozoides para los procesos de
lavado y seleccidn espermética. Dentro de cada uno de los pozos de los platos
convencionales de cuatro pozos (pozos externos) se introdujo un nuevo pozo mas pequefio
(pozos internos) de aproximadamente 50 ul hecho en material de vidrio (0.3 mm de alto por

0.8 mm de didmetro).

El procedimiento consistid en llenar los pozos interno y externo con 700 pl de medio de
fertilizacion, hasta que el pozo interno quedara cubierto de medio, luego se depositaron 10
CCOs por pozo interno; luego 30 pul de semen previamente descongelado se depositaron en el
fondo del pozo externo. Después de una hora se removio todo el contenido del pozo externo
y se dejo el contenido del pozo interno con el medio y las células germinales por un periodo
de incubacién de 16 h. Los presuntos cigotos fueron cultivados en medio CR1aa por un
periodo de siete dias con un cambio de medio a las 72h. Como control, se utiliz6 un gradiente

de Percoll 45-90% para la seleccion espermatica.

La tasa de ovocitos divididos fue de (70.8 vs. 73.1) y la proporcién de ovocitos que
llegaron al estadio de mérula y blastocisto fue de (18.8 vs. 20.3), respectivamente. Los

resultados obtenidos con la nueva propuesta metodoldgica son similares a los obtenidos con
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la metodologia convencional (p<0.05). Estos resultados indican que ambos métodos
producen resultados similares pero la nueva propuesta metodoldgica permite ahorrar tiempo,
es menos laboriosa, consume menos reactivos y permite reducir la manipulacion de las
celulas espermaéticas con buenos efectos eventuales en el mejoramiento de los

procedimientos de reproduccion in vitro.

En este aspecto, es importante sefialar que al eliminar el proceso de centrifugacion
espermatica se puede reducir procesos de disfuncion espermatica iatrogénica (Alvarez, 2005)
que pueden disminuir la capacidad fértil de los espermatozoides, constituyéndose en una

buen alternativa para mejorar los resultados en los procesos de fertilizacion in vitro.

Asi mismo, Gomez (2013) investig6 sobre el efecto del &cido linoleico conjugado sobre
la proporcion de los géneros y la calidad de embriones bovinos producidos in vitro;
desarrollaron un estudio cuyo objetivo fue evaluar el efecto de la suplementacién del medio
de cultivo con &cido linoleico conjugado (CLA) sobre el clivaje, produccion, proporcién de
machos y hembras y la calidad embrionaria al dia 7 de cultivo. Los resultados no
evidenciaron diferencias significativas en la proporcién de sexos para ninguno de los estadios
en el grupo suplementado con CLA; sin embargo, se igual6 la proporcidn natural esperada
(50:50), mientras que en el control hubo mayor cantidad de machos, al observar el total de
los estadios. EI CLA mejoro calidad en el estadio de Blastocisto (Bl) para las hembras y
Blastocisto temprano (Bt) para los machos (P < 0,05), teniendo un mayor nimero de
embriones grado 1 en los embriones suplementados, mientras que el control presentd mas

embriones grado 2. En conclusion, el CLA afecta negativamente la produccion de embriones
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bovinos in vitro, pero iguala la proporcion de sexos a la natural en el total de estadios y
mejora calidad en algunos estadios del desarrollo temprano. Existen reportes en la literatura
que sefialan que el &cido linoléico puede mejorar la resistencia a la manipulacion y
supervivencia de los embriones (Meza et al., 2014), lo cual puede mejorar significativamente

las tasas de prefiez obtenidas.

Julio Olaya, gerente de la empresa Embriogén, una de las empresas que desarrollan la
técnica, menciona en una publicacion de la revista colombiana Contexto Ganadero (2014),
que del 100 % de los embriones que se producen en Colombia, el 70 % es para cruces de
ganado comercial y el resto puro, asegurando que antes el ganadero con mas capacidad
econdmica era quien tenia posibilidad de invertir en la fertilizacion in vitro, pero gracias a la
apertura de nuevos laboratorios de biotecnologia reproductiva, junto a un aumento en el
acceso a material genético proveniente de Canada, Estados Unidos y Argentina, y de
profesionales capacitados para hacer el trabajo de fecundacion con hembras receptoras, se ha
facilitado ésta labor, disminuyendo los recursos necesarios para implementarla. Esto se ha
visto reflejado en el incremento progresivo en la implementacion de la técnica durante los

ultimos afios.

No obstante, se hace necesario seguir fortaleciendo el apoyo al desarrollo de estos
programas que hacen uso de las herramientas de biotecnologia con el fin de contribuir a los
programas de mejoramiento genético bovino, ya que, si bien se observa un aumento de la

utilizacion de estas herramientas, aun el pais se encuentra por debajo de los resultados
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obtenidos por otros paises en el continente como Argentina y Brasil donde la técnica ha

tenido un crecimiento continuo en su implementacion en la ganaderia bovina.

4.1 Estado de la técnica

El uso de la biotecnologia como herramienta de mejoramiento genético, y mas
concretamente la fertilizacion in vitro (FIV), representa un gran avance en la produccion y
reproduccion bovina en Colombia, llegando incluso a mejorar los resultados obtenidos por la
inseminacién artificial y la transferencia de embriones (Hernandez, 2004), propiciando la
mejora en la productividad del sector bovino, al aumentar su eficiencia y poner una gran

herramienta a disposicion del ganadero (Fernandez et al., 1997).

La FIV se muestra entonces, como una herramienta de biotecnologia con bastantes
ventajas en el momento de su implementacion en programas de mejoramiento con animales
que poseen un gran valor genotipico y fenotipico (Block, 2011), pues con su implementacion
se puede mejorar la eficiencia reproductiva, gracias a la obtencion de un mayor nimero de

embriones en comparacion con otras biotecnologias reproductivas (Leivas, 2011).

Esta herramienta se convierte en una excelente opcion para ser usada en Colombia,
sobre todo con animales que no seria factible usar con otro tipo de procedimientos ni de
biotecnologias (Guzman et al., 2008), como lo son aquellos animales que no responden bien
a los tratamientos de superovulacion, que la viabilidad de los embriones producidos mediante

superovulacién y TE es muy pobre, hembras bovinas con patologias anatémicas que alteren
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su capacidad de fecundacion e implantacion del embrién (Leivas, 2011). También en vacas
de excelente genética destinadas a desecho o sacrificio, vacas o novillas que se encuentren en
el primer tercio de la gestacion, animales en puerperio o terneras pre puberes, entre otras

indicaciones (Baez et al., 2010).

La técnica de fertilizacion in vitro implica un proceso que tiene diferentes etapas, las
cuales son la obtencion de ovocitos, la maduracion de ovocitos, la capacitacion de semen in
vitro, la fertilizacion in vitro como tal, la maduracién in vitro y la transferencia de embriones

(Block, 2011).
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5. PROYECCIONES Y PERSPECTIVAS

La biotecnologia reproductiva provee multiples herramientas que pueden contribuir al
mejoramiento de la produccion bovina en Colombia, a fin de atender las demandas del
consumidor colombiano dentro de las limitaciones econémicas que actualmente tiene dicho
consumidor, las restricciones ambientales que sera necesario implementar para la
sustentabilidad del sistema productivo ganadero de nuestro pais y las consideraciones éticas

impuestas por la sociedad.

La biotecnologia reproductiva, especialmente la FIV contribuye a la produccion
bovina mejorando los componentes ambientales de los sistemas de produccion, los margenes
de rentabilidad para los productores, asi como el fenotipo y el genotipo del hato ganadero

colombiano.

En Colombia el uso de la Fertilizacion in vitro en la produccion ganadera bovina, ha
ido en crecimiento durante los Gltimos afios, sin embargo, aln estamos distantes de paises
como Estados Unidos, Brasil y Argentina, en donde la produccién se ha incrementado de
gran manera permitiendo el posicionamiento de la produccién bovina de estos paises en el

mercado mundial.

Es importante sefialar que existen pocas publicaciones referentes a los resultados
obtenidos con esta técnica en Colombia, la mayoria de trabajos relacionados con la técnica de

la FIV se dan a nivel comercial, y muy pocos a nivel académico e investigativo, sin embargo,
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cifras no publicadas dan cuenta de que las tasas de prefiez obtenidas con embriones
producidos in vitro, pueden estar alrededor del 35-40%, siendo un resultado bueno, teniendo
en cuenta que las tasas de recuperacion ovocitaria estan alrededor de los 10-15 ovocitos por
colecta. Estos datos indican que la técnica de FIV puede constituirse en una alternativa para
mejorar la eficiencia reproductiva de las explotaciones bovinas del pais. Sumado a esto, el
numero de profesionales y empresas especializadas en la técnica se ha incrementado
exponencialmente, pasando de 1 0 2 empresas hace 20 afios, a mas de 15 empresas en la

actualidad, lo cual denota la importancia y el potencial que representa la misma en el pais.

En el marco de lo anterior, se ve la necesidad de promover el uso la implementacion
de esta técnica en el pais como herramienta de mejoramiento genético, asi mismo
implementar nuevas plataformas y herramientas biotecnolégicas que permitan seleccionar
embriones de alto valor genético previo a la implantacion en la hembra receptora, lo que hace
necesario un analisis genémico individual de cada embrion obtenido mediante la FIV. Lo
anterior seria el escenario ideal, sin embargo, aln se tiene muchas limitaciones para estos
procesos en el pais, por lo cual la mayoria de los embriones obtenidos Gnicamente son
evaluados a nivel morfoldgico y estructural para determinar su calidad, pero son escasos o en

su mayoria no se realizan analisis genémicos para garantizar su calidad genética.

Dentro de este marco, es importante sefialar que, en otros paises como México, en el
laboratorio de fertilizacion in vitro de la facultad de zootecnia y ecologia de la UACH se ha

desarrollado un metodo de cultivo celular individual que permite tener los embriones en
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grupo, pero al mismo tiempo permanecen separados, organizados e identificados, con lo cual

se puede hacer un anélisis gendmico a cada embrion.

Con la implementacion de estas nuevas técnicas se pueden utilizar marcadores
genéticos indicadores de fenotipos y genotipos deseados para produccion y reproduccion,
generando embriones a nivel de laboratorio seleccionados genéticamente para poder asegurar
que dicho embrion podra producir en cantidad de carne y en cantidad de leche, ademas de ser
muy fértil y presentar una reducida predileccion por enfermedades presentes en la zona de
ubicacion del productor bovino, y siendo accesible para el mismo, logrando de ésta manera
lograr tener exactitud de la seleccion, disminuir el intervalo entre generaciones, y mejorar la

intensidad de la seleccion.

Todo esto debe sobrepasar una serie de limitantes, que son debidas a la naturaleza
propia de la aplicabilidad de dichas biotecnologias, como puede ser una creciente
desconfianza y temor respecto de la biotecnologia en el publico en general, la escasez de
cientificos y técnicos suficientemente capacitados y la falta de apoyo a los proyectos
destinados a aplicar la biotecnologia a la produccién ganadera, asi como las dudas en cuanto

a la rentabilidad de las biotecnologias reproductivas aplicadas a la produccién animal.

Si bien, Colombia tiene una baja participacion en cuanto al nimero de embriones
producidos a nivel mundial, se observa como ha ocurrido un incremento en la
implementacion de esta biotecnologia durante los Gltimos afios, gracias al aumento de

productores ganaderos que implementan la técnica, el nimero de empresas y profesionales
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que desarrollan la técnica en el pais, y la disminucion de costos del proceso, lo cual ha
facilitado su implementacién y con ello el incremento del uso de esta técnica en Colombia.
Sumado a esto, existen politicas a nivel del pais que buscan incrementar el nimero de
cabezas de ganado como el denominado Plan estratégico de la Ganaderia- PEGA-2019, con
el que se espera alcanzar una cifra aproximada de 56 millones de cabezas de ganado bovino
al afio 2019, constituyendo la FIV una de las herramientas que pueden contribuir con estas

metas de incremento en el numero de bovinos en el pais.

La oportunidad que se ofrece a los ganaderos con bovinos de excelentes cualidades,
en cuanto a genotipo y fenotipo, para reproducir dicha genética, que ostenta grandes
bondades, se convierte en una gran oportunidad de negocio a la cual pueden acudir para
obtener grandes rendimientos, al igual que ayudar a mejorar la rentabilidad y sustentabilidad
de las explotaciones ganaderas de otros empresarios y de esta manera aumentar los

indicadores productivos de las empresas ganaderas del pais.

No obstante, y de acuerdo a los avances que se han visto en la técnica de FIV en
Colombia, también pueden acceder a la compra de ovocitos bovinos de muy buena
procedencia para fecundarlos a nivel de laboratorio, lo que convierte a la FIV en un proceso
cada vez més sencillo y viable para los empresarios y campesinos que deseen obtener nuevas
generaciones de bovinos con mejor productividad, con los cual se logra dinamizar las
negociaciones entre diversos predios para acceder a las bondades genéticas de los diversos

ejemplares.
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De acuerdo con César Portilla Luna, zootecnista, especialista en reproduccion bovina
y docente del area de reproduccion de la Universidad de Pamplona en Norte de Santander,
“La técnica mas usada hoy en dia es la de produccion de embriones in vitro porque es méas
economica que la convencional. La razon es que no requiere el uso de hormonas para
superovular ni nada por el estilo. Solo se debe aspirar la hembra, retirar los ovocitos,
enviarlos al laboratorio para realizar el proceso de FIV, en donde pueden cobrar méas o menos
$180.000 pesos por embrion producido”, a diferencia de los valores asociados al método
tradicional de superovulacion, que segin manifiesta Portilla “el solo material tiene un costo
de $400.000 pesos por cada animal que se someta a esa técnica. A eso se le deben sumar los
medios para hacer el lavado y los equipos que valen $300.000 pesos, y puede llegar todo el
proceso hasta un valor de $2°000.000 de pesos con confirmacién de la prefiez a los 90 dias”,

esto dependiendo de la raza y la genética que el ganadero desee adquirir.
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6. VENTAJAS Y DESVENTAJAS

e Ventajas:

v La FIV representa un gran avance, pues es posible obtener varios embriones de una

sola vaca de alto valor genético maximizando sus capacidades.

v Alta capacidad de almacenamiento de material biologico de diversas especies
animales por tiempo indefinido sin pérdida funcional de la actividad y las funciones

geneticas.

v" Aumentar el rendimiento de los programas de produccion de embriones a partir de
hembras de elevado valor genético, ya que este procedimiento permite obtener
ovocitos en novillas de mas de 6 meses de edad y en vacas durante el primer trimestre

de gestacion y a partir de las 2-3 semanas del posparto (Galli et al, 2001).

v No interfiere con los ciclos productivos o reproductivos de la hembra donante y evita

la necesidad de utilizar gonadotropinas.

v Permite transferir embriones de razas carnicas en vacas de aptitud lactea no

destinadas a la recria.
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Tratar la infertilidad derivada de problemas de ovulacion, fecundacion o mortalidad

embrionaria precoz.

Permite obtener descendencia de hembras de elevada calidad la genética que deban
ser sacrificadas por padecer enfermedades, infertilidad, por su avanzada edad o

durante los programas de erradicacion de enfermedades infecciosas (Orzuna, 2015).

La evaluacion eficiente de la capacidad fertilizante de espermatozoides y ovocitos.

la difusion del uso de semen valioso y escaso, permite obtener descendientes de
hembras de elevada calidad genética que deban ser sacrificadas por erradicacion de
enfermedades y la prolongacion de la vida reproductiva de animales genéticamente

valiosos, inmaduros o muy viejos (Peldez, 2011).

Eleva el rendimiento de produccion de embriones en hembras de alto valor genético,
se pueden obtener ovocitos de novillas a una edad de 6 meses, en vacas durante el
primer trimestre de gestacion y a partir de las dos a tres semanas de posparto (Garcia,

2013).

Permite el aprovechamiento de machos con oligospermias severas y de hembras con

alteraciones estructurales o funcionales del tracto genital.

Aumenta la eficiencia de los procedimientos de seleccion, mediante la aplicacion de
técnicas de diagnostico preimplantacional para identificar variantes alélicas de

algunos genes de interés productivo.
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v" Facilita la utilizacién de semen sexado.

e Desventajas:

v Los ovocitos disponibles en el ovario son limitados, no se renuevan, disminuyen con

el tiempo.

v Es necesario extraer los ovocitos del interior del trato reproductivo femenino y extraer

el semen del tracto reproductor del macho para el proceso de la FIV.

v’ La calidad de los ovocitos es muy variada.

v’ Altos costos para su aplicabilidad, necesidades de equipos especiales.
v Alta mortandad de embriones producidos mediante FIV posterior a la

criopreservacion (Orzuna, 2015).

v Tiene un bajo rendimiento, el porcentaje de ovocitos capaces de transformarse en

embriones transferibles se encuentra entre el 30 y 40% (Orzuna, 2015).

v" Los embriones producidos in vitro son de menor calidad que los obtenidos in vivo.

v Incremento de la mortalidad embrionaria, abortos, problemas gestacionales como el

hidroalantoides y alargamiento de la gestacion (Orzuna, 2015).
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v" Nacimiento de terneros muy voluminosos, con anomalias estructurales y funcionales,
conocido con el nombre de sindrome de exceso de volumen fetal, que disminuyen el
vigor de los animales en el momento de su nacimiento y provocan una mayor
mortalidad peri natal. Incremento del porcentaje de distocias por exceso de volumen

fetal (Orzuna, 2015).
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7. CONCLUSIONES

La fertilizacion in vitro es una biotecnologia con un gran valor en el ambito cientifico y muy

atil en investigacion y la produccion bovina en Colombia.

La FIV posee una baja eficiencia y baja supervivencia después de la criopreservacion.

Es una técnica muy Util para conservar material genético valioso luego de que el animal ha

muerto.

Una de las grandes limitantes que evita la difusion masiva de esta biotecnologia en nuestro

medio, es el alto costo de los equipos para implementar un laboratorio.

Los factores no controlados en la recuperacion de ovarios de los mataderos, tales como
hormonales, sanitarios y/o nutricionales, pueden influir en la calidad de los ovocitos

obtenidos para la FIV.

Es evidente que se precisa una serie de mejoras en la tecnologia para conseguir que el
desarrollo embrionario in vitro se efectle con la misma facilidad que en el oviducto, y que
permitan la costeabilidad y expansion de estas técnicas en la practica ganadera, como hasta

ahora lo ha sido la IA.

El tiempo entre coleccion de ovarios e incubacion de ovocitos, puede influir
significativamente en los indices de desarrollo embrionario. Por esto, se precisa la reduccién
de este factor, asi como el estricto control térmico tanto en el manejo de los ovarios como de

los gametos obtenidos durante todo el proceso.
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h) Una meta de cualquier empresa ganadera, es el incremento en la productividad por lo cual se

)

precisa la aplicacion de las herramientas que ayuden a lograrla.

Un factor importante en las estrategias para el mejoramiento animal, es la recuperacion de
ovocitos de animales vivos combinada con la FIV. Asi, se incrementa la posibilidad de

balancear la calidad de los embriones creados in vitro con los costos de produccion.

La FIV como una biotecnologia en busca de mejora continua tiene el propdsito de aumentar
las tasas de embriones producidos in vitro y se ha buscado la optimizacion de los medios de
cultivo, lo que ha conducido a la simplificacion de los mismos, al eliminar los componentes

innecesarios o incluso perjudiciales (Mejia et al., 2009).
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