PANTEH DEL CABALLO

Sepueden
recoger

En los sementales equinos la -_f\
extraccion de semen es un

procedimiento que los ganade-~
ros conocen y utilizan de forma

rutinaria para cubrir a sus yeguas y que los veterinarios especializados realizan habi-
tualmente y con seguridad en el campo. Gracias a esta técnica, se pueden aprovechar
los eyaculados para varias inseminaciones, conservar mediante diferentes métodos e
incluso enviar a todas las partes del mundo con resultados exitosos. En el momento
actual la pregunta es jpodemos hacer esto en las yeguas? La realidad es que si podemos,
pero atn no lo hemos incluido a las técnicas reproductivas clinicas habituales en Espafia.

ANATOMIA Y FISIOLOGIA
DE LA HEMBRA

El ojo del caballo es de los de
mayor tamafio de los mamife-
ros terrestres ) consta de una
serie partes comunes a otras
especies, aunque con caracte-
risticas especifilLos ovarios son
los organos reproductores, tie
nen un tamano entre 2-8 cm,
en estos se producen hormonas

y se almacenan los 6vulos. Los
ovulos u ovocitos son los ga-
metos femeninos, siendo los
espermatozoides contenidos en
el semen, los gametos masculi-
nos. El ntimero de ovulos po-
tenciales contenidos dentro del
ovario femenino se constituye
antes del nacimiento y hay mas
de los que la yegua podra usar
a lo largo de su vida reproduc-

tiva. Estos 6vulos inmaduros
estan recubiertos por una sola
capa de celulas epiteliales. A
partir de la pubertad se van de-
sarrollando los foliculos prima-
rios en cuyo interior se localiza
el ovocito.

Las celulas epiteliales secretan
el fluido folicular que rellena
la cavidad que rodea al ovoci-
to, este ambiente le servira al
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Figura 1. Diagrama que representa el desarrollo folicular y la ovlaci6n n ol ovario”.

gameto femenino de suministro de nutricion para
la maduracién antes de la ovulacion. Los foliculos,
durante la primera etapa del ciclo reproductivo
o diestro, contintian desarrollandose con un cre-
cimiento comtn en forma de oleadas foliculares,
aumentando unos 3mm al dfa. En la siguiente fase,
estro o celo, se decide cudl de ellos esta destinado
a continuar desarrollandose para llegar a ovular y
cuales degeneraran'.

En el 75% de los casos solo un foliculo llegara a
ovular (aunque hay yeguas que ovulan 2 o 3) mien-
tras que los demas degeneraran. Al final del estro,
este foliculo dominante sera el que llegue a ovular,
liberando su ovocito al oviducto por la fosa ovula-
toria, para poder ser fecundando. Posteriormente,
el foliculo que ha ovulado colapsa y acaba forman-
do el cuerpo luteo, para comenzar asi de nuevo el
ciclo reproductivo con el siguiente diestro®. Este
proceso de maduracién se realiza con éxito en di-
Versas especies domésticas en el laboratorio, uti-
lizando ovocitos y medios especificos a los que se
les afiaden hormonas y otros suplementos como el
suero fetal bovino. En la actualidad, en la especie
equina, el proceso de maduracioén in vitro resulta
en un 60% de maduracion de los ovocitos que se
ponen en cultivo y se utilizan con éxito en progra-

mas de reproduccién3 ;

. [nfundibulum
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Figura 2. Aspecto frontal de los ovarios suspendidos y el Gtero in it i

ASPIRACION FOLICULAR
TRANSVAGINAL ECOGUIADA
U1 OVUM PICK UP (OPU)

Se trata de un técnica in vivo, descrita en caballos
desde hace casi 30 afios, por la cual, podemos re-
colectar un ovocito de cada foliculo visible eco-
graficamente en ambos ovarios a lo largo de todo
el afio. El procedimiento se realiza con la yegua
en pie, bajo sedacion y analgesia. Son necesarias
4 personas: una para sedar y monitorizar el esta-
do general del animal, la persona que manipula el
ovario desde el recto y la sonda ecografica alojada

en el interior de la vagina desde el exterior de esta,
otra para manejar la aguja y el pedal de aspiracion
y una cuarta para inyectar el fluido de lavado.

ECOGRAFICA

Figura 3. Diagrama explicativo sobre la colocacidn, segin referencias usnutémicus, de
sonda, aguja y manos para la aspiracion folicular ecoguiada”.

Tras vaciar el recto y realizar un lavado del perineo
se introduce la sonda ecografica por la vagina. Di-
cha sonda se encuentra en el interior de una funda
rigida de teflon dotada con una gufa, en esta guia se
encuentra alojada una aguja de doble lumen de 12
G conectada a un sistema de vacio y aspiracion de
fluidos. Mediante manipulacion rectal se posiciona
¢l ovario, de forma que el foliculo se alinee con la
sonda y se hace avanzar la aguja para, alcanzar el
interior de foliculo atravesando la pared del fondo
vaginal de manera ccoguiada. Mediante el sistema
de vacio y aspiracion se realizan lavados sucesivos
del folfeulo con el medio de lavado (existen medios
comerciales o preparados en el laboratorio). A su
voz, e tealiza el raspado de las paredes del foliculo
dJewdde s Interior mediante movimientos rotacio-
males de L aguja y realizando al mismo tiempo, un
iani)e desde el recto por parte del veterinario que
manlpula el ovario, para ast facilitar la recoleccion
del camplejo cmulo-ovocito'.




A. Tapén de transferencia con agujas romas de aspiracion y vacio.
B. Bomba, sistemas, botella, jeringa y aguja de inyeccion y aspiracion de fluidos. ;
(. Aguja de 126 y doble lumen para la inyeccion y aspiracién de fluidos y raspado de la pared del foliculo™.

En los programas comerciales
establecidos, se pueden llegar
a recuperar el 60% de los oo-
citos aspirados de los foliculos
visibles (6 ovocitos de cada 10
foliculos aspirados)®.

|

T Posteriormente se lleva a cabo
la blsqueda y localizacion de
los complejos climulo-ovocito
utilizando una lupa binocular,
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Los ovocitos pueden conservarse
en un medio de transporte du-
rante 24 horas a una temperatura
de 15-23°C antes de su madu-
racion efectiva, aunque una vez
madurados atin no se han conse-
guido métodos efectivos de crio-
preservaci(')n que permitan su
conservacion a largo plazo y su
uso en programas comerciales’.

¥ e
~
®
78
A B
€
2
® 9
¢ ©
B

Fiqura 6. 6 Ovocitos recuperados en una sola sesidn
(e OPU por el equipo del HCV UEx a una de
nuestras yeguas. (Fotografia propia).

A. Ovocitos recién recuperados rodeados por
varias capas de células de la granulosa.
Complejo cmulo-ovocito.

2. Ovocitos denudados y madurados listos
para poder realizar CSI.

APLICACIONES CLINICAS

Debido a su facil conservacion
en medio de transporte, estos
ovocitos recien extraidos po-
drian enviarse a cualquier labo-
ratorio de forma segura y sen-
cilla, para continuar el proceso
sin poner en riesgo la viabilidad
del futuro potro.

Los ovocitos recuperados estan
en un estado inmaduro, por lo
que necesitan ser Madurados
In Vitro para su posterior fe-
cundacion mediante Inyeccion
Intracitoplasmatica de Esper-
matozoides mas conocido por
sus siglas en ingles como ICSI
(Intracytoplasmaic Sperm In-
jection). Una vez madurado,
mediante la técnica ICSI se
selecciona un espermatozoide
que se inyecta dentro de cito-
plasma del ovocito®. El ovocito
fecundando o zigoto se mantie-
ne en cultivo en un incubador
entre 7-10 dias, y el embrion
producido puede ser criopre-
servado o transferido al Gtero
de una yegua receptora. Debe-
mos tener en cuenta que cada
ovocito recuperado esta some-
tido a varios procedimientos
complejos hasta que logramos
conseguir un embrion (madu-
racion, ICSI y cultivo) por lo
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que es frecuen-
te que el nume-
ro de ovocitos
recuperados
inicialmente
vaya disminu-

yendo notable-

mente. A di-
Figura 6. 151", chas perdidas,
habria que su-
marle la dificultad que supone el éxito en la trans-
ferencia de embriones y que la yegua receptora
lleve a termino al futuro potro. Esto, traducido en
nameros, en los programas comerciales estable-
cidos en el mejor de los casos quedaria en 1.63
(entre 1 y 2) embriones por cada procedimiento
de OPU que se lleva a cabo en una yegua®. Del to-
tal de embriones obtenidos podriamos conseguir
una tasa de prefiez, tras ser transferidos, del 69%
y finalmente, de las yeguas prefiadas, una tasa de
parto posterior del 83%°. Estas tasas se ven dismi-
nuidas con la edad de la yegua y la mala calidad es-
permatica del caballo, por lo que el éxito de dicha
tecnica depende de varios factores.

A pesar de su complejidad, en ciertas situaciones
este procedimiento ofrece un sin fin de ventajas
sobre el resto de tecnicas: ofrece la posibilidad de
ampliar la eleccion de los sementales a ser utiliza-
dos; se aplica a los sementales con baja fertilidad
in vivo o cuando la cantidad de semen congelado

es limitada y/ o insuficiente para realizar la insemi-
nacion artificial en valiosos sementales que ya han
fallecido, entre otras.

En el caso de yeguas, esta tecnica se usa en hem-
bras de edad avanzada o con problemas repro-
ductivos (bloqueo de los oviductos, infecciones
uterinas recurrentes entre otras), las cuales han
perdido parcial o totalmente su capacidad de pro-
ducir embriones frescos para transferir y en mu-
chos casos representan la tnica opcion disponible.
También puede usarse en yeguas que mueren de
manera repentina o que deben ser eutanasiadas de
forma inesperada.

Por otra parte, en yeguas de alto rendimiento
deportivo esta técnica es muy demandada por
los propietarios, ya que no necesitan tratamien-
tos hormonales, ni examenes ecograficos repe-
tidos u otras manipulaciones. Solo es necesario
un Gnico procedimiento, lo que permite man-
tener la rutina y el rendimiento deportivo de
estos atletas, los cuales se ven interrumpidos
con las tecnicas reproductivas convencionales,
como son la inseminaciones o transferencia de
embriones’.

RIESGOS

Se trata de un procedimiento muy seguro para el
animal, ya que repetidas sesiones no deben cau-
sar peritonitis, adherencias del ovario ni infla-
macion de este. Tiene una incidencia <0,5% de




infecciones ovaricas, Ademds la fertilidad de la ye-
gua se mantiene, ya que, tanto el crecimiento de
los foliculos como la viabilidad de los ovocitos no
parece verse afectada por la aspiracion repetida de
los foliculos del ovario'’,

SITUACION FUTURA
EN EXTREMADURA

Actualmente en ¢l HCV UEx de la facultad de Ve-
terinaria de Caceres la Dra. Beatriz Macias Garcia,
(que se formo para realizar esta téenica con la Dra.
Katrin Hinrichs en la Universidad de Texas A&M,
EEUU) junto con Pablo Fernandez Hernandez,
Beatriz Fuentes Romero, Marfa Sanz Venturei-
ra y el resto del equipo veterinario de la unidad
de Grandes Animales del HCV Uex, realizamos
OPUs de manera p('ri(')(lica a yeguas propias, usan-
do los ovocitos recuperados en varios estudios de
investigacion. Se espera, en un futuro no muy le-
jano, poder ofrecer un servicio de Aspiracion Fo-
licular Transvaginal Ecoguiada de forma clinica en
nuestra comunidad para asi poder igualarnos en
las Gltimas Técnica Reproductivas Asistidas al res-
to de ptu’scs punteros en este campo. W

Figum 8. Proceso Dos de los miembros del equipo del HCV UEx realizando una OPU a
una de nuestras yeguas en los instalaciones del Hospital Clinico de la Facultad
Veterinaria de Caceres. (Fotografia propia).
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