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FECUNDACION In vitro:
ALTERNATIVA PARA LA MEJORA GENETICA EN BOVINOS
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INTRODUCCION

Las grandes expectativas creadas por los proced-
imientos de produccién de embriones in vivo se han
visto defraudadas con el tiempo. Ello es consecuen-
cia de que su rendimiento no es tan elevado como se
suponia en un principio, debido a que el nimero de
embriones transferibles obtenido en cada lavado es
bajo, estabilizado en torno a 4,8 la especie bovina;
a la existencia de hembras que no responden a los
tratamientos para inducir una ovulacién mdultiple; a
la necesidad de respetar periodos de descanso entre
dos recogidas consecutivas y a la obligatoriedad de
que las donantes estén en perfectas condiciones gine-
colégicas, situacion dificil de mantener en las hem-
bras pluriparas.

Estas circunstancias han creado la necesidad de
desarrollar un procedimiento alternativo para la
produccion de embriones. Este procedimiento se basa
en la utilizacion de ovocitos inmaduros, recogidos
directamente del ovario con independencia de la
edad y de la situacion fisiolégica de la hembra. Esta
técnica ofrece la posibilidad de convertir a la hembra
en productora de gametos, equiparandola a los
machos productores de semen para la inseminacion
artificial, lo que supondria numerosas ventajas en
los programas de seleccién. Sin embargo, existen
varias diferencias fisiolégicas entre los machos vy
las hembras, que dificultan la consecucién de este
objetivo. Asi, la poblacion de ovocitos presente en el
ovario es limitada y no se renueva, sino que disminuye
progresivamente con la edad como consecuencia de
la atresia. Ademas, los ovocitos no son liberados al
exterior, siendo preciso extraerlos del oviducto o
de la corteza ovarica. Por otra parte, la poblacién de
ovocitos es muy heterogénea en cuanto a su calidad y
grado de madurez.

EFICIENCIAS Y DEFICIENCIAS DE LA TECNICA

Desde 1981, afio en el que naci6 el primer ternero
procedente de un embrién producido In vitro (Brac-
kett et al, 1982) esta técnica ha experimentado en la

especie bovina una evolucién considerable. Asi, en la
actualidad se esta aplicando para el mejorar el poten-
cial reproductivo de las vacas donantes dentro de los
programas MOET y en algunas ocasiones sustituye a la
utilizacion de la superovulacién. Los datos estadisticos
publicados por la IETS indican que durante el afno 2003
se obtuvieron 330.000 embriones bovinos a nivel mun-
dial mediante fecundacion in vitro, de los que fueron
transferidos 106.200, lo que representa el 14,2% del
total de los embriones transferidos (Thibier, 2004).

La utilizacion de la fecundacién In vitro para la

produccion de embriones bovinos ha permitido

demostrar sus numerosas aplicaciones, entre las que
podemos destacar:

- 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). Esta técnica no
interfiere con los ciclos productivos o reproductivos
de la hembra donante y, ademas, evita la necesidad
de utilizar gonadotropinas.

- Permite producir embriones a muy bajo coste, lo
que permite transferir embriones de razas carnicas
en vacas de aptitud lactea no destinadas a la recria
o utilizarlos para tratar la infertilidad derivada de
problemas de ovulaciéon, fecundacién o mortalidad
embrionaria precoz

- Permite obtener descendientes de hembras
de elevada calidad la genética que deban ser
sacrificadas por padecer enfermedades, infertilidad,
por su avanzada edad o durante los programas
de erradicacién de enfermedades infecciosas
(tuberculosis, brucelosis, leucosis, BSE).

- Permite el aprovechamiento de animales con
determinadas formas de infertilidad: machos con
oligospermias severas, hembras con alteraciones
estructurales o funcionales del tracto genital.
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- Incrementa de la eficacia de los procedimientos
de seleccién, mediante la aplicacion de técnicas
de diagnéstico preimplantacional para identificar
variantes alélicas de algunos genes de interés
productivo.

- Facilita la utilizacién de semen sexado.

Sin embargo, esta técnica es todavia poco eficiente, lo
que dificulta su aplicacién a gran escala:

1.- A pesar de los numerosos esfuerzos realizados para
mejorar la eficiencia de esta técnica continua teniendo
un bajo rendimiento, el porcentaje de ovocitos capaces
de transformarse en embriones transferibles se
encuentra estancado entre el 30 y 40%.

2.- Los embriones producidos in vitro son de menor
calidad que los obtenidos in vivo, existiendo entre
ellos numerosas diferencias:

- Morfolégicas: embriones mas oscuros y de menor
densidad por su mayor contenido citoplasmico
de lipidos (Massip et al, 1995), con un menor
numero de blastdmeros, sobre todo a nivel de la
masa celular interna (Rizos et al, 2002), una zona
pelicida mas fragil (Duby et al 1999) reduccién del
espacio perivitelino y mayor velocidad de desarrollo
(Thompson et al., 1998; Lonergan et al., 1999).

- Cromosdémicas: una elevada proporcion de los
embriones presentan mixoploidia: células normales
y células poliploides (Slimane et al., 2000; Viuff et
al. 2002),

- Funcionales: alteraciones en la comunicacién
intercelular, con una expresiéon anormal de las
proteinas que conforman las uniones gap (Boni et
al., 1999).

- Metabdlicas: mayor contenido en lipidos,
presentando mayor concentracién de triglicéridos
y menor de lipidos de otras clases (Khuranay
Niemann, 2000).

- Alteraciones en la expresion génica (Niemann 'y
Wrenzycki, 2000; Lazzari et al., 2002; Rizos et al.,
2003).

- Mayor incidencia de apoptosis (Pomar et al. 2005).

Todo ello determina una reduccién de su potencial
de desarrollo pre- y postimplantacional, ocasionado
bajos porcentajes de gestacion (30 a 40%), y una
escasa resistencia a la criopreservacion, dificultando
su conservacion a largo plazo.

3.- Incremento de la mortalidad embrionaria, abortos,
problemas gestacionales como el hidroalantoides y
alargamiento de la gestacion

4.- 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
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nacimiento y provocan una mayor mortalidad peri natal.
Algunos estudios indican que mas del 30%de los terneros
derivados de embriones producidos in vitro presentan
un peso superior a los 50 Kg, independientemente de
su raza (Kruip y den Daas 1997).

5.- Incremento del porcentaje de distocias por exceso
de volumen fetal.

LA PRODUCCION DE EMBRIONES /n vitro:

PASADO Y PRESENTE.

Laproducciéndeembriones Invitro es un procedimiento
gque consta de varias etapas, cada una de las cuales
puede afectar a los resultados finales del proceso. Estas
etapas pueden resumirse en las siguientes: obtencion
de ovocitos, seleccion de los ovocitos, maduracion In
vitro (MIV), fecundacion In vitro (FIV) y cultivo de los
zigotos resultantes hasta blastocistos (CIV).

Obtencion de los ovocitos.

La obtencioén de los ovocitos se realiza a través de dos

procedimientos basicos:

- A partir de hembras sacrificadas en el matadero,
mediante la obtencion de sus ovarios y la aspiracion
de los foliculos con un diametro comprendido entre
3y 6 mm.

- A partir de animales vivos utilizando la aspiracion
transvaginal ecoguiada (OPU). Esta técnica permite
recoger ovocitos en las hembras de mas de 6 meses
de edad, durante los primeros 3 meses de gestacion
y a partir de las 2-3 semanas del postparto, por
lo que no interfiere con los ciclos productivos o
reproductivos de las hembras donantes. En el caso
de hembras muy jovenes (menos de 6 meses de
edad) es necesario recurrir a la laparoscopia.

Seleccion de los ovocitos

La vaca es una especie mono-ovulatoria por lo que
la mayor parte de los ovocitos obtenidos tras la
aspiracion folicular estan destinados a degenerar.
Ello hace necesario estimar la calidad de los ovocitos
antes de utilizarlos para la maduracién In vitro, ya
gue solamente una parte de los mismos tienen la
capacidad de ser fecundados y soportar el desarrollo
embrionario.

La seleccion de los ovocitos se realiza generalmente en
base a tres criterios: el diametro del ovocito, el aspecto
de su citoplasma y las caracteristicas del cimulo que
los rodea. El didmetro de los ovocitos condiciona su
capacidad para madurar (Sato et al., 1990; Fair et al.,
1995), de tal forma que los ovocitos bovinos con un
diametro inferior a 110 ym se encuentran todavia
en fase de crecimiento y no han adquirido aun la
capacidad para madurar.

Los ovocitos rodeados por un cumulo compacto
formado por varias capas de células, presentan
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mayores porcentajes de maduracién, fecundacion y
de desarrollo hasta blastocistos, que los que carecen
de cimulo o los que estan rodeados solamente por la
corona radiata (Xu et al., 1986; Lonergan et al., 1994;
Momozawa y Fukuda, 1995; Stojkovic et al., 2001).

Diversos autores han tratado de establecer una relacién
entre el aspecto del citoplasma y la competencia del
ovocito para madurar, ser fecundado y soportar el
desarrollo posterior (Younis et al., 1989; Momozawa
y Fukuda, 1995; Nagano et al., 1999). Asi, se ha
comprobado que los ovocitos que presentan un
ooplama oscuro muestran una acumulacién de lipidos
y un buen potencial para el desarrollo, mientras que
los que presentan un citoplasma palido tienen una baja
densidad de organulos y escaso potencial de desarrollo.
Por otra parte, cuando el ooplasma es negro, los
ovocitos estan envejecidos y tienen un potencial para
soportar el desarrollo muy bajo (Nagano et al., 2006)

MADURACION In vitro

La maduracion In vitro constituye una etapa decisiva
en el rendimiento del proceso de produccion de
embriones In vitro. Sin embargo, se le ha prestado una
escasa atencién, ya que si revisamos la bibliografia
existente podemos comprobar que en muchos
laboratorios se contintia empleando el procedimiento
descrito por Fukui y Ono (1989), consistente en
cultivar durante 24 horas los ovocitos inmaduros en
TCM-199, suplementado con un 10% de suero fetal,
gonadotropinas (FSH y LH), y 17 B-estradiol, a una
temperatura de de 38,5° C en una atmosfera con un 5%
de CO, en aire. No obstante, existen claras evidencias
de que los ovocitos madurados In vivo tienen una
competencia para el desarrollo notablemente superior
alos madurados Invitro(Dieleman etal, 2002). Cuando
las condiciones en las que se produce la maduracion
son muy desfavorables, se observa el bloqueo de la
meiosis y de la fecundacién. Sin embargo, cuando
el sistema empleado tiene pequefas imperfecciones
sus efectos no se manifiestan hasta la segmentacién
o la formacién de blastocistos y en muchos casos
no se observan hasta después de la implantacion.
Se ha comprobado recientemente que el cultivo
de los gametos y de los embriones en condiciones
inapropiadas induce cambios epigenéticos en el
genoma embrionario (Niemann y Wrenzycki, 2000) y
en la expresién génica (Rinaudo y Schultz 2004).

En la actualidad estamos trabajando en tres
direcciones: sustitucion del TCM-199 por fluido
oviductal sintético modificado (mSOF), incubacién en
una atmésfera gaseosa con bajo contenido en oxigeno
y evitar la utilizacién de suplementos de composicién
indefinida.

EITCM-199fuedisefadoparasatisfacerlasnecesidades
de las células somaticas durante prolongados periodos
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de cultivo. Sin embargo, no es el mas apropiado para
las necesidades complejas y dinamicas de los ovocitos
en maduracion. El SOF es el medio mas utilizado en
la actualidad para el cultivo In vitro de los embriones
bovinos, por ello nos planteamos utilizarlo, también,
durante la maduracion y asi evitar continuos cambios
en la concentracion de iones, sustratos energéticos,
pH y osmolaridad. Nuestros resultados demostraron
que utilizacion de SOF, suplementado con distintas
sustancias, durante la maduracién de los ovocitos
bovinos en permitia obtener resultados comparables
a los de TCM-199 (Ruibal et al, 2006).

La maduracion In vitro, generalmente, se realiza bajo
una atmoésfera con un contenido en oxigeno del 20%,
situacion que difiere notablemente de la existente
en el interior del tracto genital. Asi, los niveles de
oxigeno en los foliculos ovaricos, el oviducto y el Utero
oscilan entre el 1,5 y el 8 % (Harvey, 2007). Algunos
estudios recientes han analizado el efecto de la MIV
en bajas tensiones de oxigeno, pero los resultados
son contradictorios, observiandose mejoras en el
porcentaje de blastocistos (Karja et al, 2004; Park et al,
2005), ausencia de diferencias (Iwamoto et al, 2005)
o efectos desfavorables (Oyamada y Fukui, 2004).
Sin embargo, la formacién de moléculas de oxigeno
reactivo (ROS), sustancias que provocan multitud de
efectos nocivos en las células, disminuye cuando
se reduce la tension de oxigeno. Por lo tanto, nos
planteamos utilizar una atmoésfera con bajo contenido
en oxigeno durante la maduracion, al objeto de
reducir sus efectos negativos sobre el desarrollo, el
metabolismo y la expresion génica de los embriones.
Nuestros resultados demostraron que era posible
madurar los ovocitos bovinos utilizando un medio
libre de proteinas y una atmosfera con bajo contenido
en oxigeno. Sin embargo, los resultados obtenidos
estaban supeditados a la concentracién de glucosa
presente en el medio de cultivo, de tal forma que
Unicamente se consiguieron buenos resultados cuando
el medio contenia 10 mM de glucosa. Estos resultados
coinciden con los descritos previamente por Hashimoto
et al (2000). Nuestros resultados nos llevaron a
plantearnos la posibilidad de que en estas condiciones
atmosféricas la concentracion de glucosa presente
en el medio de maduracién pudiera condicionar la
evolucion meiédtica de los ovocitos. Para ello realizamos
un nuevo experimento evaluando la progresién
meidtica en presencia de diferentes concentraciones
de glucosa. Nuestros resultados demostraron que bajo
una atmoésfera pobre en oxigeno, la concentracion de
glucosa resulta critica para la maduracién meiotica de
los ovocitos bovinos. Asi, cuando los complejos ciimulo
ovocito fueron cultivados en mSOF bajo una atmésfera
pobre en oxigeno, solamente los ovocitos madurados
en un medio con 10 mM de glucosa alcanzaron al final
del periodo de cultivo un porcentaje de metafase Il
comparable al obtenido en el grupo control.

3de8



Sitio Argentino de Produccién Animal

Los medios utilizados durante la maduracion In vitro
de los ovocitos bovinos han sido suplementados con
diversas sustancias proteicas, destacando el suero, la
albumina sérica bovina (BSA) y algunas hormonas. Se
ha comprobado que el suero favorece la maduraciéon de
los ovocitos bovinos (Leibfried-Rutledge et al., 1986),
pero su composicion compleja, indefinida y variable
transforma en indefinido cualquier medio de cultivo
al que sea afadido, ademas, representa un riesgo de
indole sanitaria. La sustitucion de estas proteinas por
macromoléculas sintéticas no metabolizables como la
polivinil pirrolidona con un peso molecular de 40.000
(PVP-40) nos permite obtener resultados similares
(Ruibal et al, 2006) y al mismo tiempo disponer de
un medio de maduracién quimicamente definido. Por
otra parte, se han empleado durante mucho tiempo
gonadotropinas hipofisarias o placentarias para
favorecer la maduracion de los ovocitos bovinos.
No obstante, estas sustancias presentan grandes
variaciones en su grado de pureza y contiene
numerosos contaminantes, lo que ocasiona que los
resultados obtenidos sean en muchas ocasiones
contradictorios, muy variables y dificiles de comparar
(Zuelke y Brackett, 1990; Choi et al., 2001). En la
actualidad podemos sustituirlas por FSH y LH de
origen recombinante, cuya elevada pureza permitira
determinar con claridad sus acciones individuales,
al tiempo que evita los efectos de la contaminacion
cruzada de los productos de origen hipofisario.
Utilizando estas sustancias Anderiesz et al. (2000),
observaron que la suplementacion del medio de
maduracién con r-hFSH o con r-hLH no provocaba
ningun efecto beneficioso. Sin embargo, cuando
se combinaban ambas en una proporcion 1:10,
aumentaba la maduracién meidtica y la competencia
de los ovocitos para soportar desarrollo. Por el
contrario lzadyar et al. (1998), observaron que la
inclusion de r-hFSH en el medio de maduracion
incrementaba los porcentajes segmentacion y de
blastocistos, atribuyendo este ultimo efecto a que
favorece la maduracién citoplasmatica, dado que los
porcentajes de ovocitos en metafase Il no variaron.

El 17B-estradiol se incluye normalmente en los
medios de maduracion In vitro a razén de 1 pg/ml,
aunque se desconoce su importancia y se mecanismo
de accion. Algunos estudios indican que favorece la
segmentacién cuando se anade un medio libre de
suero, suplementado con FSH y LH; sin incrementar la
cantidad de blastocistos obtenidos (Saeki et al., 1991).
No obstante, otros estudios recientes indican que los
estrogenos afectan negativamente a la maduracion
nuclear de los ovocitos bovinos (Beker et al., 2002),
provocando una disminucion de la proporcion de
ovocitos que alcanzan la metafase Il y de blastocistos
obtenidos, al tiempo que incrementan la frecuencia
de anomalias nucleares. Sin embargo, la presencia de
suero y FSH en el medio neutraliza el efecto negativo
de los estréogenos (Beker et al., 2002) lo que podria
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explicar la dificultad para observar estos efectos
adversos.

FECUNDACION In vitro

Una vez que disponemos de ovocitos maduros, el
siguiente objetivo es lograr la fecundacién de los
mismos,paraelloseincubanjuntoconespermatozoides
capacitados en un medio Tyrode, suplementado con
fuentes energéticas (piruvato, lactato) y albimina
sérica (Yanagimachi, 1994). En la especie bovina,
la capacitacion espermadtica se ve favorecida por la
incorporacion de heparina al medio (Gordon, 1994).
No obstante, para lograr unos resultados 6ptimos
es necesario ajustar la concentracion de heparina y
el nimero de espermatozoides para cada eyaculado
concreto (Lu y Seidel, 2004).

Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se
comprueba que la utilizacién de una baja tension de
oxigeno durante la fecundacién In vitro de ovocitos
ovinos, mejora la calidad de los blastocistos obtenidos
(Leoni et al, 2007).

CULTIVO In vitro

Los medios utilizados para el cultivo de los embriones
bovinos han sido clasificados en tres categorias:
indefinidos, cuando se utiliza suero y cocultivo con
células somaticas; semidefinidos cuando se omite
el cocultivo y el suero se reemplaza por albamina
sérica y definidos, cuando el suero se reemplaza por
macromoléculas como el polivinil alcohol o la polivinil
pirrolidona.

Los primeros intentos de cultivar embriones bovinos in
vitro se toparon con la dificultad de que los embriones
no superaban la etapa de 8 a 16 células, situacion
denominada “bloqueo del desarrollo” (Eyestone y
First, 1991), que no implicaba la muerte inmediata
del embrién, pero que era irreversible. Para evitar este
bloqueo se utilizé el cocultivo con células somaticas o
los medios condicionados por dichas células (Fukui y
Ono, 1988; Eyestone y First, 1989; Nakao y Nakatsuji,
1990; Mermillod et al., 1992; Liu et al., 1995) y se
suplementaron con suero (Sirard y First, 1988). Sin
embargo, con el tiempo se demostrd que la aplicacion
de estos procedimientos de cultivo generaba diversos
inconvenientes. En primer lugar, esta metodologia, que
implicaba la utilizaciéon de medios indefinidos, dificulta
notablemente el conocimiento de las necesidades de los
embriones durante sus etapas de desarrollo temprano.
Ademas, estas condiciones suponen un elevado riesgo
de incorporar patégenos durante el cultivo. Por otra
parte, diversos estudios han demostraron que la
incorporacién de suero al medio de cultivo es uno de
los principales factores responsables de la presentacion
del sindrome de exceso de volumen fetal y de la baja
resistencia a la criopreservacién de los embriones
obtenidos (Farin et al, 2001).

Arch. Latinoam. Prod. Anim. Vol. 15 (Supl. 1) 2007 - 37

4de8



Sitio Argentino de Produccién Animal

XX Reunion ALPA, XXX Reunién APPA-Cusco-Peru

Diversos autores trataron de determinar los
mecanismos a través de los cuales el cocultivo con
células somaticas produce sus efectos beneficiosos
y fruto de estos trabajos se establecieron varias
hipétesis: produccién de compuestos con actividad
mitogénica para las células embrionarias (Bavister
et al., 1992; Kane et al.,, 1992; Mermillod et al.,
1992), produccién de sustancias que favorecen la
diferenciacion celular (Kane et al., 1992), eliminacién
o degradacion de algunas sustancias embriotoxicas
presentes en el medio de cultivo (Pinyopummintr
y Bavister, 1991; Bavister et al.,, 1992; Kane et al.,
1992; Mermillod et al., 1992), modificacion de las
concentraciones de algunos substratos energéticos
(Moore y Bondioli, 1993; Rieger et al., 1995; Edwards
etal., 1997). No obstante, durante este mismo periodo
se obtuvieron suficientes evidencias de que necesidad
de utilizar un cocultivo con células somaticas era
consecuencia de que las inapropiadas condiciones de
cultivo utilizadas (composicién del medio, atmosfera
gaseosa, etc) (Bavister 1992). Asi, se ha podido
comprobar que cuando la composicién del medio de
cultivo es adecuada y la tensiéon de O, es reducida,
es posible lograr elevados porcentajes de blastocistos
en ausencia de células somaticas (Keskintepe et al.,
1995; Liu et al, 1995; Keskintepe y Brackett, 1996).

Una vez comprobada la posibilidad de eliminar el
cocultivo con células somaticas, el siguiente reto fue
el tratar de eliminar otros componentes causantes de
la indefinicion del medio, suero o albumina sérica,
sustituyéndolos por macromoléculas sintéticas.
Los primeros estudios en los que se demostré la
posibilidad de cultivar los zigotos bovinos hasta
blastocistos en un medio completamente definido,
obteniendo de un pequefio nimero de gestaciones,
fueron publicados por Keskintepe et al. (1995) y
Keskintepe y Brackett (1996).

Los medios simples mas utilizados para el cultivo
de los embriones bovinos son: el fluido oviductal
sintético, cuya composicién fue establecida por Tervit
et al (1972) en base a los componentes encontrados
en el fluido oviductal ovino, y el KSOM (Liu y Foote,
1995). Estos medios han sido suplementados con
numerosos componentes al objeto de satisfacer
las necesidades nutricionales de los embriones.
El componente “nuevo” que mas ha contribuido a
incrementar la eficacia de estos medios simples son
los aminoacidos esenciales y no esenciales (Gardner
et al., 1994). Sin embargo, estos medios todavia
necesitan ser mejorados sensiblemente, puesto que
el cultivo de los embriones producidos in vitro en
el interior del oviducto incrementa notablemente la
calidad de los mismos

Algunos autores sefialan que la utilizacién de un Unico
medio durante todo el periodo de cultivo impide la
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consecucion de buenos resultados. Ello motivé el
desarrollo de los denominados medios de cultivo
secuenciales, que han sido disefnados para satisfacer
las necesidades nutricionales de los embriones en
sus distintas etapas de desarrollo (Lane et al. 2003;
Nedambale et al., 2006). No obstante, todavia es
necesario continuar desarrollando estos medios
de cultivo para incrementar su eficiencia durante el
cultivo de los embriones bovinos.
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