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Articulo con revisién.

El trabajo consistid en la transferencia intraoviductal de dos ovocitos obtenidos mediante OPU de una yegua
donante en dos ciclos sucesivos dentro de una misma temporada reproductiva.

Figura 1. Dispositivo con transductor empleados para la aspiracién.

Introduccion

Por mucho tiempo, la inseminacion artificial y la
transferencia embrionaria (TE) fueron las tnicas biotec-
nologias aplicadas en la especie equina. No obstante, en
los ultimos afios, han surgido nuevas herramientas de
reproduccion asistida en equinos, vinculadas con la pro-
ducci6n in vivo e in vitro de embriones (Carnevale et al,
2005; Allen, 2005).

La fertilidad de las yeguas generalmente va disminu-
yendo a partir de los 15 afios, esto se evidencia por alte-
raciones en la ovulacion, con Gteros que han sufrido lesio-
nes durante el parto o tuteros incapaces de albergar
embriones. Es importante para la industria equina, lograr
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crias de estas yeguas problema que presentan dificultades
en la produccién de embriones in vivo y que por lo tanto
no son buenas candidatas como donantes en un progra-
ma de transferencia embrionaria. La transferencia intrao-
viductal de ovocitos es la instancia siguiente en compleji-
dad a la transferencia embrionaria una alternativa posible
para aquellas yeguas en las que ya no es posible recuperar
embriones. Debido a que estas biotecnologias se aplican
en animales alto valor genético y deportivo, es imprescin-
dible que los métodos de recoleccién de ovocitos in vivo
no comprometan la habilidad reproductiva o deportiva de
las donantes (Galli et al 2007).

Se han descripto varias técnicas para la recuperacion in
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vivo de ovocitos: aspiracion
folicular con exteriorizacion
del ovario (Mc Kinnon et al,
1986, Vogelsang et al, 1988),
aspiracién transcutanea des-
de el flanco (Palmer et al,
1987; Hinrichs y Kenney,
1987; Mc Kinnon et al, 1988,
Vogelsang et al, 1988; Hin-
richs, 1991) y aspiracion foli-
cular transvaginal con guia
ecografica (Ovum Pick Up,
OPU) (Bruck et al, 1991;
Cook et al,, 1992, 1993; Car-
nevale y Ginther, 1993; Bra-
cher et al., 1993; Kanitz et al.,
1995, Alonso et al comunica-
ci6n personal, 2008).

La aspiracion folicular
transvaginal, OPU, junto a la transferencia del ovocito
al oviducto, son las herramientas necesarias para lograr
una preifiez en este grupo especial de yeguas.

La técnica consiste en aspirar uno o méis ovocitos del
ovario, por via transvaginal, de una hembra donante
cuya genética se desea reproducir, mantenerlo en cultivo
y transferirlo al oviducto de una receptora inseminada,
en la que se llevara a cabo la fertilizacion y llevara a tér-
mino la gestacién del producto. Estos ovocitos obteni-
dos por OPU pueden tener ademas diferentes destinos:
maduracién in vitro, produccién de embriones in vitro
mediante la técnica de ICSI (Inyeccién Intracitoplasma-
tica de Espermatozoides) (Carnevale, 2004), o criopre-
servacion mediante la técnica de vitrificacion.

Nuestro trabajo consisti6 en la transferencia intraovi-
ductal de dos ovocitos obtenidos mediante OPU de una
yegua donante en dos ciclos sucesivos dentro de una mis-
ma temporada reproductiva, y transferirlos a dos recep-
toras previamente tratadas.

Figura 2. Visualizacion del foliculo recién punzado al momento de ser aspirado.

ma endometrial visible por
ecografia, se indujo ovula-
ci6on aplicando 1,5 mg de
Deslorelina (Lab Bet Pharm)
por via IM. Se control6 el
desarrollo folicular cada 12
horas, hasta la aspiracion foli-
cular transvaginal luego del
segundo control ecografico.

Preparacion y sedacion
de la yegua donante

Se utiliz6 detomidina
(2,2 pgrkg) y xilacina (0,3
mg/kg) por via EV como
premedicacién. Se realiz6
una anestesia epidural con
lidocaina sin epinefrina al 2
% (7 a 9 ml). Ademais se
aplicé butilbromuro de hioscina (35 a 45 mg totales) o
bromuro de propantelina (0,04 mg/kg) para una mejor
relajacion del recto.

Inmediatamente antes de la puncién se administrd
butorfanol (0,012 a 0,018 mg/kg). En caso de ser nece-
sario se repiti6 la aplicacién de xilacina y butorfanol
durante la puncién.

Se realiz6 el vaciado de recto y un cuidadoso lavado
de la zona perineal con soluciones antisépticas.

Obtencion del ovocito mediante aspiracion foli-
cular transvaginal

La técnica empleada de aspiracion folicular transvagi-
nal con guia ecografica empleada es la descripta por Alon-
so et al, 2009. Se utiliz6 un ecografo portatil Wed® 3000
con un transductor lineal de 6,5 a 7,5 MHz colocado den-
tro de un dispositivo de puncion (fig. 1) (Dispositivo de
Aspiracién Folicular, DAF, Ingeray® SA), que contiene
una gufa para aguja 12G de
doble via (V-EOAD-1260L,

Metodologia

Cook®, Australia) conectada

Manejo de la donante
El mismo estuvo a cargo
del MLV. Christian Sporle-
der del centro de transfe-
rencia embrionaria Gene-
tec*. La donante de
ovocitos fue una yegua de _
polo "LAMBADA" de 22 .
afios, de primer nivel, con
una historia reproductiva de
repetidos intentos fallidos
de recuperacién embriona-
ria en centros de transferen-
cia en los tltimos tres afios.
Se realiz6 el monitoreo
ecografico diario y ante la
presencia de un foliculo de
35 mm, cérvix abierto y ede-

B4

Figura 3. Liquido obtenido durante la aspiracion folicular.

a una bomba de vacio y a
una jeringa de 60 ml con
medio de aspiraciéon conte-
niendo solucién fisiologica,
penicilina, estreptomicina,
0,2 % de suero fetal bovino y
0,2 % de heparina s6dica.
Para mantener las condi-
ciones de esterilidad el trans-
(N ey _ ductor fue recubierto con una
: funda estéril y lubricado con
gel estéril. Se coloct el trans-
ductor por via vaginal y el ova-
L | rio con el foliculo preovulato-
rio fue mantenido en la linea
ecogrifica de  puncion
mediante palpacién transrec-
tal (fig. 2). Se coloco la aguja
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de puncién en la guia y se punzo el foli-
culo a través de la pared vaginal, bajo
control ecografico. Se aspiré con bomba
de vacio, observando el vaciamiento foli-
cular, alternando la inyeccién y aspira-
cion de liquido dentro del foliculo
mediante la bomba de vacio, junto con
el masajeo de la pared folicular. Este
lavaje, masajeo y "cureteado" de la pared
folicular son importantes dado que el
complejo cumulus-ovocito se encuentra
fuertemente unido a la misma. La totali-
dad del liquido obtenido fue recolectado
en un recipiente estéril atemperado (fig.
3). Generalmente el volumen de liquido
recuperado oscila entre 150 y 200 ml.

Busqueda y acondicionamiento
del ovocito

En el laboratorio, el liquido obtenido
se coloco en placas de basqueda de
embriones de 150 mm de diametro bajo
lupa estereoscopica (figs. 4 y 5) y una
vez localizado el complejo ovocito-
cumulus (COC) se observo el grado de expansién del mismo
e inmediatamente después se lavo en medio TCM-199
suplementado con Hepes y 10% de suero fetal bovino y se
coloc6 en medio de maduracion suplementado con glutami-
na (0,01 mM), hormonas y factores de crecimiento (FSH 5
pg/ml, IGF 100 ng/ml, EGF 100 ng/ml) en una incubadora
portatil. En ese lapso el COC fue transportado al laboratorio
de la catedra de Teriogenologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias donde se coloct en cultivo durante 5 a 7 horas a
38,5° C en estufa gaseada hasta su posterior transferencia. .

Caracteristicas de las receptoras
Se utilizaron 3 receptoras por cada ciclo de la donan-

Figura 4. Bisqueda del ovocito.

te. Para la eleccion de receptoras se aplicaron los mismos
criterios de seleccién que se utilizan en la transferencia
embrionaria: animales adultos jovenes, con facilidad de
manejo, con buena conformacién perineal y un tracto
reproductivo sano.

Durante el examen ginecolégico, ademas, se palpa-
ron los ligamentos suspensorios de los ovarios, buscan-
do la suficiente movilidad de la génada como para ser
exteriorizada quirGrgicamente en el momento de la
transferencia intraoviductal del ovocito.

Manejo de las receptoras
El mismo dia en que la donante present6 un foliculo de
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- i 5 | incidir la piel se aplicé xilacina (0,5
{ mg/kg) y butorfanol (0,015 mg/kg)
EV. Para el mantenimiento se utiliz6
xilacina (0,5 mg/kg) y butorfanol
(0,025 mg/kg) EV. Mediante una
maniobra transrectal se ubicé la posi-
ci6n del ovario para estimar el mejor
lugar de abordaje por el flanco.

Se incidi6 la piel, las capas muscula-
res fueron divulsionadas y se realizo la
incision de la fascia transversa y del
peritoneo. El ovario fue exteriorizado y
se realiz6 la transferencia intraoviductal
del ovocito a 3 cm del infundibulo, uti-
lizando un catéter Sherwood (Agtech
Inc®) (fig. 6). El ovario se coloc6 en su
posici6n original y se suturaron los dife-
rentes planos. La receptora recibié 600
mg de progesterona intramuscular
(Progesterona LLA®, Lab Bet Pharm),
antibi6ticos y antiinflamatorios no este-
roides. El dia posterior a la cirugifa se le
administr6 otra dosis Progesterona
LA® de 900 mg IM.

Durante el posquirdrgico fueron
mantenidas en reposo, con aplicacio-
Figura 6. Transferencia intraoviductal del ovocito. nes diarias de antibi6ticos y antiinfla-
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matorios no esteroides durante 7 dias y
aplicaciones semanales de 1500 mg de
Progesterona LA® IM. Catorce dias
luego de la transferencia se realizo el
control ecogrifico de las receptoras,
observando la presencia de una vesicu-
la embrionaria que mantiene hasta el
momento un desarrollo normal, siendo
ya una prefiez de 100 dias (fig 7).

Comentarios

Este es el primer reporte de una
prefiez equina realizada con éxito en
nuestro pais, aplicando la técnica de
aspiracion folicular transvaginal a una
yegua donante de polo de edad avan-
zada y genética superior y la posterior
transferencia intraoviductal del ovocito
a una receptora previamente tratada.

La aspiracion de foliculos 36 hs
después de la induccién de ovulaciéon
suele dar ovocitos maduros y listos
para ser transferidos a oviducto o
para ser inyectados con un espermatozoide (ICSI). La
aspiracion folicular a las 24 hs de aplicacion de hCG sue-
le requerir entre 6 a 16 hs extras de maduracién in vitro.
Los porcentajes de recuperaciéon de ovocitos oscilan

(60

YF i e,

Figura 7. Prefiez obtenida por OT.

entre un 60 a 80% (Carnevale, 2004; Alonso y col. comu-
nicacién personal, 2008)

Es posible también, obtener varios ovocitos inmadu-
ros de una misma cohorte de foliculos. Esta técnica se ha
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realizado en yeguas en temporada reproductiva, en eta-
pa de transicién o en el primer trimestre de su gestacion,
sin que esto afecte la posibilidad de llevar la prefiez a tér-
mino (Purcell et al, 2007). Con respecto a las posibles
consecuencias de la maniobra, se observo que la fertili-
dad de las yeguas no se ve afectada después de repetidas
aspiraciones (Gaetano et al, 2005).

En conclusion, podemos decir que la aspiracion foli-
cular transvaginal con guia ecografica seria el método de
eleccion para la obtencion de ovocitos de yeguas donan-
tes en aquellos casos en que las afecciones en ttero, ovi-
ducto o cérvix son limitantes para obtener buenos resul-
tados en un programa de transferencia embrionaria.

Si bien la transferencia de ovocitos atin no represen-
ta una técnica de aplicacion masiva, puede ser una herra-
mienta para la obtencién de crias de yeguas genética-
mente superiores que son problematicas como donantes
de embriones. g
Los autores agradecen la colaboracion de la Dra. Viviana Negro,
Cdtedra de Cirugia Facultad de Ciencias Veterinarias UBA, por
su valiosa colaboracion durante las cirugias realizadas.

*Genetec, Empresa de Biotecnologia reproductiva equi-
na, a cargo del M.V. Christian Sporleder, Pilar, Buenos
Aires, Argentina.
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