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RESUMEN

El presente trabajo investigativo se desarroll6 a 2550 msnm, coordenadas: latitud 2°54°08” S;
longitud 79°00°19 O, en una temperatura promedio de 15°C, en el laboratorio de reproduccién
animal, Parroquia El Vecino, Canton Cuenca, Provincia del Azuay-ECUADOR; cuya finalidad
fue evaluar la maduracion de ovocitos bovinos mediante la utilizacion de Suero de Vaca en Celo
(SVC) y Suero Fetal Bovino (FBS). La investigacion se realizé con 200 muestras de ovarios
bovinos post-mortem, que fueron distribuidas en 2 tratamientos T1 y T2 con 100 ovarios en
cada medio de maduracion; los cuales fueron expuestos a las mismas condiciones de estudio,
teniendo como diferencia solo los medios utilizados. ElI método que se utilizo fue el Inductivo
Experimental, el analisis estadistico se realizd mediante la prueba: DBA con submuestras,
asumiendo un p-value menor del 0,05 % como diferencia significativa. La recoleccion de datos
para los indicadores a analizarse se realiz6 cada semana con 6 repeticiones. Para el indicador
porcentaje de maduracion, se encontraron diferencias estadisticas altamente significativas entre
los tratamientos, esto mediante un p-value del 0,05%, con una media de maduracion en el T2 de
un 48,23 frente al T1 con 41,81, referente a un 54% y 46% respectivamente. Para el indicador
namero de ovocitos madurados el T1 obtuvo en sus categorias A 20,42; B 11,04 y C 10,35 frente
al T2 con A 23,28; B 15,12 y C 9,83 resultando con un mayor nimero de ovocitos madurados

al T2 en las categorias AyByel TlenlaC.



ABSTRACT

The present investigative work was developed at 2550 masl, coordinates: latitude 2 © 54'08 "S;
length 79 ° 00'19 W, at an average temperature of 15 ° C, in the laboratory of animal
reproduction, Parish El Vecino, Canton Cuenca, Province of Azuay-ECUADOR; whose
purpose was to evaluate the maturation of bovine oocytes by the use of Cow Wheat Serum
(SVC) and Bovine Fetal Serum (FBS). The investigation was carried out with 200 samples of
post-mortem ovarian bovines, which were distributed in 2 treatments T1 and T2 with 100
ovaries in each medium of maturation; which were exposed to the same conditions of study,
having as a difference only the means used. The method used was the Experimental Inductive,
the statistical analysis was performed by means of the test: DBA with subsamples, assuming a
p value of less than 0.05% as a significant difference. The data collection for the indicators to
be analyzed was done every week with 6 repetitions. For the percentage of maturity indicator,
highly significant statistical differences were found among the treatments, this through of a p-
value of 0.05%, with a mean of maturation in T2 of 48.23 against T1 with 41.81, referring to
54% and 46% respectively. For the indicator number of matured oocytes, T1 obtained in its
categories A 20.42; B 11.04 and C 10.35 versus T2 with A 23.28; B 15.12 and C 9.83, resulting

in a greater number of oocytes matured to T2 in categories A and Band T1 in C.
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|. CUERPO DEL TRABAJO ACADEMICO

1.1. INTRODUCCION

La maduracion in vitro de ovocitos en la biotecnologia de la reproduccion es una de las
técnicas de mayor utilizacion e interés actualmente a nivel mundial, debido a sus caracteristicas
y propiedades.

Asi lo corrobora Wani (2002) en donde menciona que se ha probado que la maduracion in
vitro de ovocitos es una técnica invaluable para la produccion de un mayor nimero de embriones
provenientes de animales de alto valor genético a un costo menor, que con el empleo de las
précticas convencionales de superovulacion y produccion de embriones (Vol. 44, pp. 89-95).

Fisiolégicamente la maduracién nuclear y citoplasmatica ocurre in vivo durante el
crecimiento folicular y la ovulacion. Este desarrollo ovocitario va de la mano con la maduracion
folicular, siendo ambos procesos inducidos por cambios caracteristicos en los niveles
plasmaticos de las gonadotrofinas. La relacion entre el ovocito y las células foliculares se
modifica durante el periodo de maduracién como resultado de cambios en la membrana del
ovocito y el sistema de sefiales intercelulares (Moor, 1990).

Mientras que los ovocitos para la PIV se obtienen de foliculos y de 2 a 6 mm de diametro y
tardan de 4 a 10 dias para una posible ovulacion, y a in vivo reanudan la meiosis de 15 mm de
didmetro (Pavlok et al., 1992, Vol. 31, pp. 63-67).

En adicion, el periodo de M1V es de 24h, mientras que el foliculo dominante crece de 4 a 15
mm en aproximadamente 5 dias. Por lo tanto, es posible decir que la heterogeneidad del
desarrollo cromosomico del ovocito maduro refleja en la influencia de factores intrinsecos en el
ovocito. Se sabe que el cambio del nacleo del ovocito ocurre durante el crecimiento final y su

maduracion asi como, el crecimiento del foliculo (Fair et al., 1996, Vol. 43, pp. 503-12).
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1.1.1. Obtencion de los ovocitos.

La obtencion de los ovocitos se puede llevar a cabo por aspiracion con jeringa o bien cortando
el ovario, la aspiracion se debe realizar en foliculos superficiales mayores de 2mm, mientras que
el método de corte consiste en colocar los ovarios en placas de Petri con medio de recoleccion
de ovarios y cortar la superficie y el interior con un bisturi, haciendo cortes de 2mm de

separacion (Seneda et al., 2001, Vol. 67, pp. 37-43).

1.1.2. Clasificacion de los ovocitos.

Se los ha clasificado por su estado nuclear, caracteristicas citoplasmaticas, aspectos de la
corona radiada y la expansion o distribucién de las células del cumulus. EI didmetro de los
ovocitos, que condicionan su capacidad para madurar de tal forma que los ovocitos bovinos con
un diametro inferior a 110 um se encuentran todavia en fase de crecimiento y no han adquirido

la capacidad para madurar (Chen et al., 2001, Vol. 16, pp. 2350- 2356).

1.1.3. Maduracion de ovocitos.
Martinez (2013) indica que la maduracién ovocitaria se la efectla separando en distintos
pocillos los ovocitos dependiendo de la calidad de los mismos, y tras 24 horas en la estufa

obtenemos unos resultados de maduracién.

1.1.4. Medios de cultivo in vitro.

1.1.4.1. Suero fetal bovino.
Tiene efecto deletéreo de la presencia de suero fetal en la maduracién in vitro de oocitos
bovinos (no criopreservados) sobre su potencial de membrana mitocondrial, al igual que sobre

su tasa de desarrollo embrionario. EI SFB es el mas deficiente para la maduracion de oocitos,
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como se ha demostrado en varios trabajos, pero con mejores porcentajes durante la FIV (Mucci

& Aller, 2006, Vol. 2, p. 38).

1.1.4.2. Liquido Folicular Bovino.
La adicion de Fluido folicular bovino (FFB) al medio de maduracién puede ser requerida
para inducir tanto la maduracion nuclear como citoplasmatica in vitro de ovocitos inmaduros

de bovino (Ocafia & Moreno, 1997, Vol. 173, pp. 51-59).

1.1.4.3. Suero de vaca en celo.
El suero junto con la albimina bovina es el complemento organico méas importante de los
medios. Aunque ciertos cultivos celulares requieren de suero como complemento.

(Pinyopummintr & Bavister, 1994, Vol. 41, pp. 1241-1249).
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1.2. PROBLEMA

La biotecnologia de la reproduccion ha llegado a establecerse en la actualidad como una de
las areas de mayor investigacion, manejo y trabajo de la Medicina Veterinaria y Zootecnia, sus
avances son cada vez muy relevantes en comparacion a las otras ciencias. Una de ellas es la
maduracion in vitro de ovocitos que si bien es cierto es una nueva técnica, hasta la actualidad
ya cuenta con diferentes estudios y conclusiones muy valederos. Dentro de lo que es la
maduracion ovocitaria como sabemos in vivo fisioldgicamente esta necesita atravesar diferentes
sucesos, en los cuales intervienen ciertos compuestos, quimicos y hormonas, por lo cual el
establecer un medio de maduracion in vitro propicio para los ovocitos es de mucha importancia,
ya que del medio elegido dependera el porcentaje de maduracion ovocitario que se tenga.

Debido a esto se ha visto la necesidad de realizar un estudio para evaluar la maduracién de
ovocitos bovinos con dos medios de maduracion diferentes, el primero es mediante la utilizacién
de suero de vaca en celo frente a uno con suero fetal bovino, para de esta manera obtener
conclusiones sobre el comportamiento de cada medio y asi poder valorar quien es el que mejor
indice de maduracion in vitro ovocitario demuestra.

Vale resaltar que en el Ecuador existen pocas investigaciones sobre la maduracion in vitro
de ovocitos, por lo cual la presente investigacion se orienta a generar una base provechosa dentro

del area de la biotecnologia de la reproduccion.
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1.3. DELIMITACION

1.3.1. Temporal.
La presente investigacion tuvo una duracion de 400 horas, distribuidas en el proceso

experimental y redaccion final.

1.3.2. Espacial.

El presente trabajo experimental se desarrollé en el Laboratorio de Reproduccion de la
Universidad Politécnica Salesiana, en la Ciudad de Cuenca, Provincia de Azuay, cuyas
coordenadas son: latitud 2°54°08” S; longitud 79°00°19 O; altitud 2.550 msnm

aproximadamente; temperatura 15°C; humedad relativa de 75%.

1.3.3. Académica.
El presente trabajo de investigacion fue realizado en la rama de la zootecnia, referente a
biotecnologia de la reproduccién, enfocada al porcentaje maduracion ovocitario mediante la

utilizacion de dos medios diferentes.
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1.4. EXPLICACION DEL PROBLEMA

El avance tecnoldgico en biotecnologia de la reproduccion en la actualidad ha logrado llegar
al punto de realizar la maduracion in vitro de ovocitos, por lo cual el utilizar un medio propicio
para lograr un mayor indice de maduracion ovocitario es tema de mucho interés y generador de
varias investigaciones, ya que esta es la base para poder obtener ovocitos propicios para
fecundar o criopreservarse.

Con la presente investigacion se buscara evaluar que la incorporacion de los dos diferentes
medios de maduracion en las diferentes etapas en el cual se encuentren los ovocitos bovinos,
brindara la oportunidad de hacer una maduracion in vitro los mismos que podrian ser utilizados
para fecundacion in vitro, siendo futuramente la produccién de embriones de una manera mas
sencilla mejorando la genética animal obteniendo ganado sin riesgos de transmision de

enfermedades y una mayor produccién y menor pérdida en el mercado.
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo General:
- Evaluar la maduracion de ovocitos bovinos mediante la utilizacién de Suero de Vaca en

Celo (SVC) y Suero Fetal Bovino (FBS).

1.5.2. Objetivos especificos:
- Evaluar la maduracién de los ovocitos bovinos.

- Determinar el medio de maduracion con mayor eficiencia

1.6. HIPOTESIS

1.6.1. Hipotesis alternativa.
Los medios T1 SVC y T2 FBS presentan diferencia en su capacidad de maduracién

ovocitaria.

1.6.2. Hipdtesis nula.
Los medios T1 SVC y T2 FBS no presentan diferencia en su capacidad de maduracién

ovocitaria.
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1.7. FUNDAMENTACION TEORICA

El presente trabajo experimental esta enfocado a generar conclusiones validas y coherentes,
para asi poder recomendar los resultados obtenidos de manera fluida y transparente; ayudando
de esta manera a la industria Biotecnoldgica de la reproduccion a optar por un medio de
maduracion ovocitario con excelentes niveles, propiedades y resultados.

Por otro lado la biotecnologia de la reproduccién como tal es una actividad pecuaria que tiene
un alto potencial para seguir creciendo cada vez mas, lo que genera a la comunidad cientifica a
investigar y mejorar nuevas opciones (medios) para obtener ovocitos mucho maés viables y con
minimos inconvenientes ya sea para fecundar o criopreservar.

La investigacion aqui presentada generara informacion acerca del indice de maduracion
ovocitaria utilizando dos medios diferentes, lo cual en muchas investigaciones se recomienda
profundizar; es decir, sera de gran ayuda para aportar a las investigaciones y experimentos de

laboratorio que hoy en dia tiene todavia controversia en el mundo entero.
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II. REVISION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO Y DOCUMENTAL

2.1. APARATO REPRODUCTOR DE LA HEMBRA BOVINA

El aparato reproductor de la hembra consta de las siguientes estructuras:

En primer lugar tenemos a los ovarios que son los encargados de producir évulos y las
hormonas estrogenos, progesterona y posiblemente relaxina, luego tenemos al oviducto quien
es el que recibe al ovulo después de la ovulacion y es el lugar donde ocurre la unién entre el
ovulo y el espermatozoide, produciendo la fecundacion. El oviducto transporta los
espermatozoides al sitio de la fecundacion y posteriormente el 6vulo fecundado al Utero, quien
es la siguiente estructura y la encargada del transporte, por contracciones musculares, de los
espermatozoides al oviducto, asi como facilitar la implantacién del ovulo fecundado y
asegurar la supervivencia del embrion mediante una nutricion adecuada por secreciones
uterinas antes de la implantacién. EI Utero también ejerce la funcion de establecer un
transporte de nutrientes al feto a través de la placenta por la relacién materno- fetal, expulsion
del feto y de la placenta durante y después del parto (Castro, 1984, pp. 143-144).

A continuacién, tenemos al cérvix (cuello del Gtero), quien es el responsable de proteger al
utero de la entrada de cuerpos extrafios que puedan causar infecciones al utero no prefiado y
abortos del Gtero prefiado. El canal del cérvix esta parcialmente obstruido por cuatro pliegues o
anillos de tejido y queda tapado por el moco cervical que es gelatinoso (entre celos o durante la
prefiez) y acuoso y abundante alrededor del celo. Luego del cérvix la siguiente estructura es la
vagina, la misma que recibe al semen en caso de servicio natural, a mas de conducir la orina
desde el orificio de la uretra hacia afuera. El aparato femenino termina con una abertura externa,

denominada vulva, la cual continta con la piel del animal (Castro, 1984, pp. 143-144).



Figura 11. Aparato reproductor hembra bovina
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2.1.1. Anatomia y fisiologia de los oviductos (trompas uterinas o de falopio).
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Urroz (1991) define a los oviductos como son dos conductos sinuosos que trasladan al 6vulo

de cada ovario hacia los cuernos uterinos. Es en ellos donde ocurre la fecundacién del évulo por

parte del espermatozoide. La porcién de cada oviducto adyacente al ovario respectivo, se

desplega en forma de embudo, razon por la cual se le denomina infundibulo y sus bordes en

forma de flecos reciben el nombre fimbrias, y son las responsables de encauzar el 6vulo en su

trayecto dentro de cada oviducto. Durante la época de celo y antes del parto, su epitelio interno

no ciliado, pasa por una fase intensa de secrecion. El resto de las paredes del oviducto estan

constituidas por tejido conectivo, una capa de tejido muscular liso y una capa externa de tejido

seroso cubierto de peritoneo (pp. 200-206).
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La siguiente estructura del oviducto se le denomina ampolla tubéarica y es el lugar destinado
a la fecundacion; por dltimo se encuentra el istmo estructura que une la ampolla al cuerpo uterino
(Alvarez et al., 2009, pp. 91-113).

Figura 2. Transito de los gametos masculino y femenino para la fecundacion del oocito en la
ampolla del oviducto.
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Fuente: (Alvarez et al., 2009, pp. 91-113).

2.1.2. Anatomia y fisiologia del ovario.

El ovario es el 6rgano principal en la reproduccion de la hembra, el cual cumple funciones
de produccidn y liberacién del 6vulo y libracion del estrégeno y la progesterona, hormonas
encargadas de la regulacion del ciclo estral y la gestacion. Los dos ovarios de la vaca tienen
forma ovalada y estan ubicados en la cavidad abdominal (Ruiz et al., 2015, pp. 1-10).

Cada ovario consta de médula y corteza envueltas por la tinica albuginea y el epitelio
superficial. La médula es la porcién media del ovario y es la encargada de sostener el sistema
vascular y nervioso. Envolviendo la médula esta la corteza, la cual es un denso estroma del
tejido conectivo donde se sittan los foliculos, cuerpos luteos, cuerpos hemorragicos, cuerpos

albicans y foliculos atrésicos. En el epitelio superficial es donde se forman las células germinales
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en la etapa embrional de la vaca y por esta razon también se le conoce como epitelio germinal.

La thnica albuginea es la encargada de soporte externo del ovario (Ruiz et al., 2015, pp. 1-10).

Figura 3. Anatomia del ovario.
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2.1.2.1. Foliculos ovéricos.

Alvarez et al., (2009) mencionan que en los mamiferos, la hembra no desarrolla mitosis de
la célula germinal después que se produce el nacimiento, por lo que los ovocitos disponibles en
este momento representan la cantidad disponible durante toda la vida reproductiva (pp. 91-113).

Durante el desarrollo temprano del feto en el ganado bovino, la ovogonia se desarrolla a partir
de las células germinales que migran al ovario, proliferando aproximadamente del dia 50 al 130
de la gestacion. Ello se acomparia de un proceso de degeneracion, siendo la mayor parte de los
ovocitos eliminados de la superficie ovarica, antes del parto. Paralelamente, en el feto, la
ovogonia comienza un proceso de meiosis que se detiene en la fase de diploteno, dando lugar

finalmente al foliculo primordial cuya poblacion en la superficie del ovario sufre un proceso
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continuo e irreversible de desarrollo y atresia conocido como foliculogénesis (Alvarez et al.,
2009, pp. 91-113).

Ruiz et al., (2015) expresa que la foliculogénesis es un proceso continuo en el cual las células
del foliculo primordial se van transformando y van proliferando dando origen al foliculo
primario y posteriormente al foliculo secundario que luego se convierte en foliculo antral. Este
proceso ocurre por la presencia de hormonas gonadotropicas y se produce en forma de ondas a
lo largo de la vida del animal (Ruiz et al., 2015, pp. 1-10).

Acotando al contexto anterior Alvarez et al., (2009) sefiala que desde el punto de vista
morfoldgico y funcional, lo foliculos presentes en la superficie del ovario pueden clasificarse
en tres grupos: foliculos primordiales o unilaminares; foliculos en crecimiento -primario,

secundario y antral temprano- y foliculos de Graaf (pp. 91-113).

Figura 4. Desarrollo folicular de la hembra bovina. FSH: Hormona Foliculoestimulante; LH:
Hormona luteinizante.
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Alvarez et al., (2009) a su vez explican que el desarrollo folicular constituye un proceso
dindmico que se caracteriza por la estimulacion continua de foliculos inactivos en activos y la
atresia (atrofia) de ambos. No se conocen a ciencia cierta las causas que determinan el desarrollo
de los foliculos primordiales inactivos, al menos en las primeras etapas (pp. 91-113).

En el ganado bovino, la superficie ovarica presentan unos cuantos miles de estos foliculos y
su desarrollo a foliculo primario activo se produce a intervalos regulares durante la vida fetal,
alcanzando aproximadamente, a mediados de la gestacion, la cifra de 2 millones, luego, una
cantidad importante sufre atresia y se estima una cifra de 75 mil en el neonato (recién nacido) y
de 25 mil en la vaca con 15 afios edad. Estas cifras son controversiales, si tenemos en cuenta
que, en otros casos, se informo 150 mil foliculos en la etapa neonatal y una reduccion hasta mil
en vacas con edades comprendidas entre 15 y 20 afios. Estas diferencias pudieran estar influidas
por multiples factores extrinsecos e intrinsecos, pero lo cierto es que, en otras especies, también
se produce igual reduccion, por atresia continua en funcion de la edad. De lo anterior se deduce
que solo una pequefia fraccion de la poblacion folicular sera susceptible de desarrollarse a partir

de la pubertad y durante la vida reproductiva de la hembra (Alvarez et al., 2009, pp. 91-113).

2.2. MADURACION DE OVOCITOS IN VIVO

La maduracién ovocitaria es un fendmeno complejo, durante el cual el ovocito progresa
desde el estadio de profase de Ml hasta el de MII (maduracion nuclear). El ovocito completa la
meiosis en respuesta al pico ovulatorio de la hormona luteinizante (LH), o bien, cuando es
retirado del foliculo para llevar a cabo la maduracion in vitro. Un periodo de 24 horas es
necesario para que el ovocito bovino complete la maduracion nuclear, es decir, alcance el estadio
de MII, en el que permanece hasta el momento en que es fertilizado, que es cuando completa la

meiosis y se forma los pronucleos (Zarate, 2010).
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Ademas de la maduracion nuclear, también es importante que exista una maduracion
citoplasmatica ya que prepara al ovocito para soportar la fertilizacion y aportar los nutrientes
requeridos para el desarrollo embrionario temprano (Zarate, 2010).

Zarate (2010) manifiesta que de manera natural, la meiosis inicia en el ovario fetal, pero se
detiene antes del nacimiento, en la profase (PI) de la primera division meiotica; los ovocitos
pasan entonces a la etapa reticulada, que es un estado de reposo nuclear y que suele durar hasta
que se ovula el primer ovocito en la pubertad. Los ovocitos en reposo o inmaduros tienen un
gran nucleo denominado vesicula germinal. La meiosis avanza desde la etapa de vesicula
germinal o PI hasta la metafase de la segunda divisién meidtica en la que se detiene una vez
mas, dando como resultado un primer cuerpo polar que es expulsado al espacio perivitelino. De
la misma manera en la que madura el ntcleo se debe llevar a cabo la maduracion del citoplasma.

INTA (2010) sustenta que cuando los ovocitos son aspirados desde los foliculos terciarios
reanudan espontaneamente la meiosis y al ser cultivados in vitro contindan con los procesos de
maduracion. De este modo la composicion de los medios y el ambiente controlado por estufas
de cultivo, deben brindar un ambiente adecuado para que la maduracion ocurra en 24 horas de
un modo similar a lo que sucede in vivo durante mas de dos ciclos estrales en el bovino.

Las condiciones utilizadas en la mayoria de los laboratorios para lograr este ambiente,
involucra el uso de medios de cultivo tales como el TCM-199 suplementado con hormonas (LH,
FSH, estradiol, etc), antioxidantes (glutation, cisteamina, cistina), factores de crecimiento y
macromoléculas (suero, albumina), en una atmdsfera de 5% CO2 a 38,5°C y humedad a

saturacion (INTA, 2010).
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2.3. MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS BOVINOS

Los resultados inapropiados al tratamiento hormonal y la falla en la fertilizacion en hembras
con un alto indice de respuesta en la ovulacion, son las limitantes actuales en la produccion in
vivo de distintas especies domesticas tales como: bovinos, porcinos, ovinos, equinos, entre otras.

Con los antecedentes anteriores la maduracion in vitro es una técnica que esta tomando auge
en la actualidad para la produccion, debido a que se han obtenido resultados satisfactorios y se
han cubierto las necesidades y problemas existes en cuanto a la produccién pecuaria se refiere.

Wani (2002) sustenta que se ha probado que la maduracion in vitro de ovocitos es una técnica
invaluable para la produccién de un mayor numero de embriones provenientes de animales de
alto valor genético a un costo menor que con el empleo de las practicas convencionales de
superovulacién y produccién de embriones (\Vol. 44, pp. 89- 95)

Gutiérrez (2006) sefiala que la maduracion in vitro es un proceso complejo que consiste en
cultivar y madurar los ovocitos recolectados en estado de vesicula germinativa (VG). Esta
biotecnologia reproductiva permite obtener, potencialmente, gametos para lograr
posteriormente fecundar in vitro, muchos de los cuales dificilmente serian liberados del ovario
de forma natural. La maduracion en cultivo constituye, ademas, una herramienta fundamental
en el estudio de la fisiologia de los ovocitos y de los distintos factores que participan en el
control y desarrollo de la meiosis.

Para efectuar la maduracion in vitro de los ovocitos, es necesario la ejecucion de los
siguientes pasos: Recoleccion de los ovarios en el matadero, obtencion de ovocitos, seleccion

de los ovocitos y maduracion in vitro de los ovocitos.
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2.3.1. Recoleccion de ovarios en matadero.

Madison et al., (1992) sustenta que la recuperacion de ovarios en el matadero se realiza
mediante la intervencion del recolector en el inicio de la cadena de matanza. Los ovarios se
obtienen de vacas o novillas en diferentes estados fisioldgicos dentro de los 30 minutos
posteriores al sacrificio de los animales (Vol. 27, pp. 1-11).

Los ovarios recogidos son colocados en un termo de transporte que contiene solucion salina
(0.9% NaCL), o solucion fosfato-tamponada salina (PBS). Estas soluciones contienen
generalmente, como antibidticos 25 mg/l de kanamicina, o 100 Ul/I de penicilina 'y 100 mg/I de
gentamicina; los ovarios recolectados pueden ser llevados al laboratorio a partir de los 30
minutos hasta las 6 horas, asi lo menciona (Madison et al., 1992, Vol. 27, pp. 1-11).

Para el mantenimiento de los ovarios durante la recoleccion en el matadero y el transporte al
laboratorio, First & Parrish (1988) exponen que una temperatura a 30°C es importante ya que
por debajo de esta, se ve comprometida la capacidad de maduracion del ovocito in vitro (Vol.
5, pp. 160-168).

Una vez en el laboratorio, los ovarios son lavados repetidas veces en la solucion de transporte.
Seguidamente, los ovocitos pueden ser recogidos inmediatamente, o bien, los ovarios son
colocados y mantenidos en bafio termostatico a 30°C antes de proceder a la obtencion de los
ovocitos (Fry et al., 1997, Vol. 47, pp. 977-987).

Blondin et al., (1997) indica que el tiempo que media entre la obtencion de los ovarios, el
transporte al laboratorio a 30°C y la obtencion de los ovocitos puede variar entre 2 y 7 horas. De
este modo, el tiempo en que los ovocitos son aspirados, tiene efectos positivos en la maduracion
in vitro de los ovocitos bovinos. Asi ha podido establecerse, que la utilizacion de 4 horas de
intervalo es considerada Optima para alcanzar elevados indices de maduracion in vitro (Vol. 47,

pp. 1061-1075).
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2.3.2. Métodos de obtencion de los oocitos.
Para la obtencion de los ovocitos, se han descrito dos métodos: el método de aspiracion vy el

método de diseccion.

2.3.2.1. Método de aspiracion.

2.3.2.1.1. Puncidn post-mortem del ovario con una jeringa.

Esta practica se efectia a partir de hembras sacrificadas en el matadero, mediante la
obtencion de sus ovarios y la aspiracién de los foliculos con un didmetro comprendido entre 3
y 6 mm (Herradon et al., 2007).

La técnica consiste en la succion de los foliculos situados en la superficie del ovario por
medio de una aguja. El diametro de la aguja utilizada es considerado importante a efectos de no
dafar los ovocitos recogidos. La aspiracion de los ovocitos, se realiza mediante la succion de
los foliculos con agujas hipodérmicas estériles de 18 — 22 g unidas a jeringas estériles de 3 - 20
ml, posteriormente el liquido folicular es depositado en placas de Petri para buscar los ovocitos
aspirados (Bols et al., 1996, Vol. 46, pp. 1001-1014).

Bols et al., (1997) indican que el tipo de bisel que tienen las agujas (corto o largo), también
es importante en la eficiencia del método de recoleccion. Aquellas agujas que tienen bisel largo

son mas eficientes en la recoleccién que las agujas de bisel corto (Vol. 47, pp. 1221-1236).

2.3.2.1.2. Puncidn in vivo del ovario con aguja.

Se lo realiza a partir de animales vivos utilizando la aspiracion transvaginal ecoguiada
(OPU). Esta técnica permite recoger ovocitos en las hembras de méas de seis meses de edad,
durante los primeros tres 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
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de hembras muy jovenes (menos de seis meses de edad) es necesario recurrir a la laparoscopia
(Herradon et al., 2007).

Hincapié (2010) sustenta que la recoleccion de ovocitos de animales vivos permite
incrementar el nimero de embriones potenciales y de terneros producidos por donadora al afio,
obtenidos por procedimientos in vitro, ademas permite la disminuciédn del intervalo generacional
y ayuda a establecer esquemas que permitan incrementar la eficiencia productiva.

Ademas la OPU se puede aplicar durante los primeros tres meses de gravidez a novillas o
vacas y a novillonas pre puberes con lo que se logra hacer mas corto el intervalo generacional.
La OPU-FIV permite obtener embriones de hembras con problemas de infertilidad o mala
respuesta a los tratamientos superovulatorios. Se ha demostrado que al final del periodo de
aspiraciones los animales pueden retornar a sus ciclos estrales normales y ser incorporados a
sus programas de cria. La viabilidad de los embriones producidos a partir de los ovocitos
obtenidos por aspiracion es similar a la alcanzada por embriones producidos por otros
procedimientos in vitro, pero un poco mas baja que la obtenida para embriones obtenidos por

lavado, obteniéndose porcentajes de prefiez que varian desde un 25-45 % (Hincapié, 2010).

2.3.2.2. Método de diseccion.

El método de corte consiste en colocar los ovarios en placas de Petri con medio de recoleccion
de ovarios y cortar la superficie y el interior con un bisturi, haciendo cortes de 2mm de
separacion (Seneda et al., 2001, Vol. 67, pp. 37-43.)

Hamano & Kuwayama (1993) sostienen que mediante el corte del ovario se obtienen ovocitos
de mejor calidad para la fecundacion in vitro, asi como un mayor numero, pero no todos
alcanzan el tamafio adecuado para la maduracion meiética y desarrollo embrionario, ya que

muchos son obtenidos de foliculos de menor tamafio y no superficiales (Vol. 39, pp. 703-712)
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Por otro lado las tasas en la disminucién de recuperacion y produccion de embriones en el
caso de la aspiracion folicular pueden ser debido al efecto nocivo sobre el cumulus durante la

aspiracion (Arlotto et al., 1996, Vol. 45, pp. 943-956).

2.3.3. Seleccidn y clasificacion de los ovocitos.

Santa Cruz (2012) sefiala que la clasificacion y seleccion de los ovocitos obtenidos en el
laboratorio para ser madurados in vitro deben seguir pardmetros visuales tales como: valoracién
morfolégica, el aspecto que presenta su citoplasma, las células del cumulus que lo envuelven y
el tamafio del ovocito; asi como también métodos de seleccion basados en la morfologia del
ovario, el didmetro folicular, y el uso de una tincion vital (test azul de cresil brillante —~BCB-.)

que evalle el crecimiento del ovocito .

2.3.3.1. Seleccidn de ovocitos.

2.3.3.1.1. Seleccion segun la valoracién morfoldgica de los ovocitos.

La morfologia que presentan los ovocitos recogidos de los ovarios, nos brinda la posibilidad
de predecir su capacidad de reiniciar la meiosis y de este modo seleccionar los gametos que
garanticen un buen comportamiento en su maduracién (Arlotto et al., 1996, Vol. 45, pp. 943-
956).

La seleccion se efectla siguiendo dos criterios:

- Aspecto citoplasmatico del ovocito

Leibfried & First (1979) afirman que deben poseer un citoplasma granulado fino y uniforme,
sin mostrar espacio perivitelino ni vacuolizaciones (\Vol. 48, pp. 76-86).

- Aspecto y morfologia del cumulo celular que le rodee.
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Es decir el cumulo no debe encontrarse expandido ni disperso sino compacto y sin

aglutinaciones (Leibfried & First, 1979, Vol. 48, pp. 76-86).

2.3.3.1.2. Seleccion segun la morfologia del ovario.

Gandolfi et al., (1997) clasifican a los ovarios en tres categorias de acuerdo a la cantidad y
tamafio de los foliculos. Asi tenemos:

- Categoria 1.- Ovarios con un foliculo mayor a 10 mm de didmetro.

- Categoria 2.- Ovarios con presencia de 10 foliculos de 2 a 5 mm de didmetro y ausencia de
un foliculo de 10 mm de diametro.

- Categoria 3.- Ovarios con presencia de menos de 10 foliculos de 2 a 5 mm de didmetro y
ausencia de un foliculo de 10 mm de diametro.

De los cuales las categorias 1 y 2 contienen ovocitos que forman mayor proporcion de

blastocistos, después de ser madurados y fertilizados in vitro (Vol. 48, pp. 1153-1160).

2.3.3.1.3. Seleccion segun el didmetro folicular.

Los foliculos menores de 2 mm de diametro contienen un alto porcentaje de oocitos
incompetentes o bien atrésicos (Motlik & Fulka, 1986, Vol. 25, pp. 87-96), mientras que los
mayores de 10 mm presentan un mayor niumero de oocitos degenerados (Fukui & Sakuma, 1980,
Vol. 22, pp. 669-673). Herraddn et al., (2007) expone que los foliculos con un didmetro
comprendido entre 3 y 6 mm son los pertinentes para la maduracion in vitro.

Esto lo corrobora Lonergan et al., (1992) indicando que los foliculos, con un diametro de
entre 2 y 6 mm, permiten una tasa de recuperacién de oocitos (numero de oocitos
obtenidos/numero de foliculos aspirados) aptos para el cultivo mayor que en los foliculos de

mayor tamafo (Vol. 37, p. 248).
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Por otro lado Wurth & Kruip (1992) indican que los oocitos, procedentes de foliculos
ligeramente atrésicos, tienen una capacidad normal para madurar in vitro, siempre que el cimulo

y el citoplasma no presenten signos claros de degeneracién (Vol.1, pp. 387-389).

2.3.3.1.4. Seleccion segun el test azul cresil brillante (BCB).

Latincién del complejo cumulus ovocito (COCs) de bovinos con azul de cresil brillante antes
de la maduracion in vitro (MIV) podria ser usada para incrementar el nimero de ovocitos
competentes desde el punto de vista del desarrollo. La tincion con azul de cresil brillante
determina la actividad intracelular de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), que se sabe

que juega un papel critico en el crecimiento celular (Santa Cruz, 2012).

2.3.3.2. Clasificacion de los ovocitos.

Esquema de clasificacion de acuerdo a la apariencia de las células del cumulus y del
citoplasma:

a) De acuerdo a la apariencia de las células del cumulus, los ovocitos se pueden clasificar en
cuatro categorias:

- Categoria 1.- Presentan tres capas compactas de células del cumulus que los rodean en toda
su superficie.

- Categoria 2.- Se presentan rodeados parcialmente por tres capas compactas de células del
cumulus.

- Categoria 3.- Se encuentran rodeados por células del cumulus expandidas.

- Categoria 4.- Ovocitos denudados.

b) De acuerdo a la apariencia del citoplasma, los ovocitos se pueden clasificar en tres

categorias:
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- Categoria 1.- Presentan citoplasma granulado, homogéneo y que llena completamente el
espacio delimitado por la zona pelucida.

- Categoria 2.- Presenta citoplasma granulado no homogéneo, (periferia clara y centro
oscuro) y que llena completamente el espacio delimitado por la zona pelucida.

- Categoria 3.- Presentan citoplasma vacuolado, fragmentado y que no llena completamente
el espacio delimitado por la zona pellcida (Leibfried & First, 1979, Vol. 48, pp. 76-86).

Leibfried & First (1979) sustentan que aquellos ovocitos que con tres 0 mas capas compactas
de células del cumulus que lo rodeen y citoplasmas homogéneos, se clasifican como aptos y se
seleccionan para maduracion in vitro. Por el contrario, aquellos que se presentan rodeados por
menos de tres estratos de células del cumulus; cumulus no compacto y citoplasmas heterogéneos
0 picnoticos se clasifican como no aptos y son descartados para maduracién in vitro (Vol. 48,

pp. 76-86).

2.4. TIEMPO DE CULTIVO Y TEMPERATURA EN LA MADURACION OVOCITARIA.

El tiempo de incubacion como también la temperatura, son parametros importantes a
considerar en los protocolos de maduracion ovocitaria. La temperatura utilizada mas
comunmente en los cultivos de células mamiferas es 37°C. En los cultivos de gametos bovinos,
en cambio, se ha utilizado rutinariamente 39°C, por ser ésta la temperatura corporal de la especie
y por haber probado mejorar significativamente los porcentajes de fecundacién in vitro, en
comparacion a otras temperaturas (Lenz et al., 1983, Vol. 29, pp. 173-179).

No obstante, para la maduracion nuclear al menos, no habria diferencias importantes en los
cultivos a 39°C y 37°C, ya que los ovocitos reinician la meiosis alcanzando la metafase dos,

cuando son madurados a 37°C 0 39°C (Leibfried et al., 1986, Vol. 35, pp. 850-857).
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Por otro lado Lim et al., (1992) exponen que la duracion 6ptima del tiempo de maduracion
se ha estandarizado a un periodo de 22-26 horas debido a que en ese lapso se lograria completar
satisfactoriamente la maduracion hasta metafase dos -Cuadro 2- (Vol. 37, pp. 351-361).

Por otra parte, ovocitos cultivados por 44 a 48 horas para maduracion ain podrian mantener
su capacidad de transformar el ndcleo espermatico en pronucleo, pero disminuiria su capacidad

de segmentacion posterior (Chian et al., 1992, Vol. 37, pp. 665-672).

Cuadro 1. Cambio del estado nuclear de ovocitos bovinos durante 24 horas de maduracién in
vitro.

Horas  NUmero de N° (%)

(@) ovocitos GV GVBD MI Al TI Mil
0 31 29(93,5)  2(6,5)

3 30 22(73,3)  8(26,7)

6 33 11(33,3) 19(57,6)  3(9,1)

9 37 1(2,7)  25(67,6) 11(29,7)

12 34 2(59)  17(50,0) 14(41,2) 1(2,9)

15 31 4(12,9) 12(38,7)  6(19,4)  9(29,0)

18 26 1(3,8)  9(34,6)  5(19,2)  10(38,6)  1(3,8)
21 27 3(11,1) 3(11,1)  3(11,1)  18(66,7)
24 26 2(7,7) 24(92,3)

a: Tiempo de fijacion después del inicio del cultivo para maduracion.

GV: Vesicula germinal; GVBD: Vesicula germinal fracturada; MI: Metafase I; Al: Anafase I;

TIl: Telofase I; Mil: Metafase II.

Fuente: (Lim et al., 1992)
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2.5. MEDIOS DE CULTIVO PARA LA MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS
BOVINOS

Los embriones bovinos producidos in vitro son capaces de alcanzar la etapa de blastocisto
mediante la utilizacion de varias formulaciones de medios de maduracion y para ello un gran
numero de formulaciones de medios, bajo diferentes condiciones y protocolos, se utiliza en la
actualidad (Voelkel & Hu, 1992, Vol. 37, pp. 1117-1131; Shamsuddin et al., 1993, Vol. 28, pp.

209-210; Abe & Hoshi, 2003, Vol. 49, pp. 193-202).

2.5.1. Medio de cultivo tisular 199 (TCM 199).

Thompson et al., (1998) sustentan que es el medio considerado estandar para la maduracion
in vitro de ovocitos; el TCM 199 se lo utiliza en la mayoria de los laboratorios con o sin
suplementacion de suero (Vol. 49, pp. 1239-49).

Lonergan et al., (1994) sostiene que el TCM suplementado con factores o hormonas
aumentan la maduracion citoplasmatica en comparacion con otros medios de cultivo, y por ser
un medio muy complejo no es posible relacionar especificamente los componentes que son
responsables por los diferentes resultados (Vol. 34, pp. 329-39).

Gandhi et al., (2000) expone que el medio de TCM presenta algun efecto en la maduracion
que resulta en una mayor division celular y consecuentemente en un mejor desarrollo
embrionario comparado con otros medios. Pero la relacion entre el nimero total de células y la
viabilidad embrionaria ain no esta determinada (\Vol. 15, pp. 395-401).

Freitas, 2004 certifica el éxito en el desarrollo de embriones bovinos hasta la etapa de

blastocisto, utilizando el medio TCM 199 como base para la MIV.
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2.5.2. Fluido sintético de oviducto SOF.

El medio conocido como fluido sintético de oviducto (SOF), es un medio simple cuya
composicion estd basada en el analisis bioquimico del fluido de oviducto ovino, més el agregado
de albumina sérica bovina (BSA). Este medio se ha utilizado para cultivar embriones ovinos,
bovinos y caprinos. La capacidad del SOF para promover el desarrollo embrionario mejora
cuando el cultivo se efectia en una atmosfera con baja tension de oxigeno (5-7%). Se ha
asociado al uso del SOF una menor viabilidad,nimero de células y calidad embrionaria si se
compara con embriones in vivo (Walker et al., 1992, Vol. 37, pp. 111-126).

Ali & Sirard (2002) indican que el SOF solo puede promover la maduracion ovocitaria pero
suplementado con polyvinylpyrrolidone 40 (PVP-40) promueve a altas proporciones de morulas
y blastocistos (Vol. 66, pp. 901-905).

Freitas, 2004 meciona que el SOF no es un medio ideal para la M1V, sin embargo es un medio
que facilmente puede ser suplementado con diversas sustancias debido a su composicién mas
simple ya que sus componentes son mas especificos siendo mas facil para investigar su accion,

al contrario del TCM, cuya composicion es compleja.

2.5.3. Suplementacion con Suero.

El suero afiadido al medio de maduracion in vitro a menudo permite una mejora en la calidad
del ovocito, en la tasa de fertilizacion y en el desarrollo embrionario (Freitas, 2004).

La eficiencia en la funcion de las células del cumulus durante la maduracion in vitro (MIV)
de ovocitos, se reportaron principalmente por la utilizacion de suero al medio de maduracion.
Su uso, sin embargo, oculta la comprension autentica de las funciones de las células del cumulus
o0 de los componentes quimicos afiadidos durante el proceso de maduracion (Zhang et al., 1995,

Vol. 40, pp. 338-44; Geshi et al., 2000, Vol. 63, pp. 1730-4).
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Freitas (2004) indica que la repetibilidad de los resultados, cuando se utiliza el suerofetal
bovino (SFB), puede variar de acuerdo con la partida y, por tratarse de producto biologico, la
contaminacion por agentes microbianos debe ser siempre considerada. Ademas, el suero fetal
es fuente de diversos factores conocidos / desconocidos, los cuales pueden influenciar benéfica

y maleadamente la maduracion de los ovocitos y posterior desarrollo embrionario.

2.6. COMPONENTES DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Entre los componentes mas importantes a tener en cuenta se encuentran los citados a

continuacion:

2.6.1. Parametros biofisicos y elementos inorgénicos.

2.6.1.1. Osmolaridad.

Teniendo en cuenta los valores observados en las secreciones uterinas, podria asumirse que
lo 6ptimo seria 280 = 20 mOsm/Kg. Sin embargo, existe evidencia que indica que valores de
alrededor de 245 mOsm/Kg favorecerian el desarrollo embrionario (Duque et al., 2003, Vol. 43,

pp. 487-496).

2.6.1.2. pH.
La mayoria de los embriones de mamiferos cultivados in vitro desarrollan en pH neutro o

ligeramente alcalino, encontrandose los mejores resultados entre 7,2 y 7,6 (Mucci et al., 2005).

2.6.1.3.CO2y 02.

Mucci et al., (2005) sustentan que la fase gaseosa mas utilizada es aquella compuesta por 5%
CO2 en aire para la maduracion ovocitaria y fertilizacion, y 5% 02, 90% N2 y 5% CO2 para el
desarrollo embrionario. Estas son similares a las registradas en el oviducto de algunas hembras

mamiferas.
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2.6.1.4. El fluido oviductal.

El fluido oviductal bovino y ovino se caracteriza por bajos niveles de Na y altos niveles de
K, comparados con los niveles plasmaticos. Estos dos elementos son cuidadosamente
balanceados al formular los medios de cultivo, asi como: magnesio, calcio, bicarbonato, sulfatos

y fosfatos (Mucci et al., 2005).

2.6.1.5. El agua.

El agua es el componente que participa en mayor proporcion en la formulacién de cualquier
medio de cultivo y su grado de pureza estd fuertemente relacionado con el desarrollo
embrionario (Marquant- Leguienne & Humblot, 1998, Vol. 49, pp. 3-11).

Boone & Shapiro (1990) sefialan que las fuentes de agua utilizadas han sido el agua de lluvia,
la obtenida por sucesivas destilaciones, o actualmente la producida por sistemas de purificacion
que utilizan el principio de dsmosis reversa. En estos ultimos equipos, el grado de pureza del
agua puede ser controlado mediante la determinacidn de su resistencia al paso de la corriente
eléctrica (cuanto mayor sea esta, mayor sera su pureza). La mayor resistencia ofrecida es 18,3

megaohms-cm a 25°C (Vol. 33, pp. 23-50).

2.6.2. Componentes Orgéanicos.

Mucci et al., (2005) expresan que en la actualidad, existe una gran cantidad de informacion,
no siempre coincidente, referida al efecto de ciertas hormonas, factores de crecimiento y
compuestos macromoleculares, sobre el desarrollo embrionario. Sin embargo, dos componentes
son constantes en las formulaciones finales de los medios de cultivo utilizados corrientemente

en la produccién in vitro de embriones. Estos son:
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2.6.2.1. Fuentes de energia.

Se ha demostrado que durante los primeros estadios, antes de la activacion del genoma
embrionario, los embriones utilizan preferentemente piruvato, lactato y glutamina como fuente
de energia, aumentando considerablemente la utilizacion de glucosa en estadios mas avanzados
de desarrollo (Lane & Gardner, 2000, Vol. 62, pp. 16-22).

La falta de utilizacion de la glucosa durante los primeros estadios estaria dada por la falta de
actividad de la enzima fosfofructoquinasa. Esta enzima acelera la glucdlisis catalizando la
formacion de fructosa 1-6 bifosfato a partir de fructosa 6 fosfato, y se encuentra controlada
alostéricamente por el cociente ATP-ADP, particularmente alto en este periodo (Gardner, 1998,
Vol. 49, pp. 83-102)

En esta etapa, la adicion de glucosa a los medios de cultivos no solamente no seria
aprovechada, sino que, a su vez, generaria un efecto inhibitorio sobre el desarrollo embrionario
(Takahashi & First, 1992, Vol. 37, pp. 963-978).

Sin embargo, en embriones bovinos a partir del estadio de 8-16 células y en respuesta a una
alta demanda de energia necesaria para la compactacion, y la formacion y expansion del
blastocele, el cociente ATP-ADP podria disminuir, y con ello, la inhibicion ejercida sobre la
enzima mencionada, con lo cual aumentaria el consumo de glucosa. Este metabolito también
participa en la sintesis de precursores de acidos nucleicos y de lipidos y su disponibilidad seria
importante durante la eclosion fuera de la zona pellcida (Menezo & Khatchadourian, 1991, Vol.
6, pp.136-143).

Con respecto a los lipidos, en los Gltimos afios se ha debatido la posibilidad de mejorar la
viabilidad de los embriones criopreservados a través de la adicion de ciertos componentes

lipidicos a los medios de cultivo, especificamente acido linoleico no como fuente energética,
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sino como fluidificador de las membranas plasmaticas (Imai et al., 1997, VVol. 47, p. 347; Hochi

etal., 1999, Vol. 52, pp. 497-504).

2.6.2.2. Fuentes de proteina.

2.6.2.2.1. Aminoacidos.

Estos elementos serian utilizados como fuente de energia, como buffer intracelular y para la
sintesis de proteinas, siendo incorporados por transportadores de membrana especificos
regulados en funcion del estadio de desarrollo o en respuesta a sefiales externas (Van Winkle,
2001, Vol. 64, pp. 1-12; Edwards et al., 1998, Vol. 13, pp. 3441-3448).

Se ha demostrado que los aminoacidos no esenciales favorecerian el desarrollo en estadios
tempranos, mientras que los esenciales harian lo mismo en embriones de méas de ocho células
(Van Winkle, 2001, Vol. 64, pp. 1-12).

Este cambio en la utilizacion de aminoacidos, pareciera deberse a requerimientos especificos
de las células embrionarias, en donde las células trofoblasticas, que dan origen a la placenta
fetal, utilizarian aminoacidos no esenciales y glutamina, mientras que las de la masa celular
interna, que originan al feto, tendrian preferencia por los esenciales (Gardner & Lane, 1998,

Vol. 13, pp. 148-159).

2.6.2.2.2. Suplementacion proteica

Wang et al., (1997) explican que usualmente se agrega suero bovino y/o albumina sérica
bovina (BSA) como fuente de proteinas a los medios de cultivo embrionario (Vol. 48, pp. 37-
45).

El suero constituye la fraccion liquida resultante del proceso de coagulacion sanguinea, tanto

in vivo como in vitro, y su calidad, en términos de composicion quimica, depende usualmente
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del tipo y estado del donante (suero fetal bovino (SFB), suero de ternero recién nacido, suero de
novillo o vaca, suero de vaca en celo (SVC)), y de la partida o lote de formulacion
(Pinyopummintr & Bavister, 1994, Vol. 41, pp. 1241-1249).

La albumina es una proteina plasmatica de caracter acido, soluble en agua, con un peso
molecular aproximado de 69.000, y constituye uno de los componentes mas importantes del
suero sanguineo. Debido a la presencia de grupos reactivos en su molécula, puede unirse a
diferentes sustancias (&cidos grasos, hormonas, etc.) y transportarlas en sangre hasta sus 6rganos
blanco. Junto con la inmunoglobulina G, son las proteinas mas abundantes del fluido oviductal
(Leese, 1988, Vol. 82, pp. 843-856).

Mucci et al., (2005) indica que algunos de los efectos benéficos que justifican la utilizacion
del suero y la albumina son:

- Proteger a los embriones en cultivo de sustancias toxicas (ej. metales pesados).

- Aportar factores de crecimiento y ciertas hormonas.

- Reducir la tension superficial del medio, evitando que los embriones se adhieran al
instrumental (placas de cultivo, pipetas, tubos, etc.)

Tanto el suero como la BSA tienen un rol similar como suplemento proteico. Sin embargo,
la posible presencia de elementos no identificados ligados a ambos determina que algunos

aspectos de su funcién no sean aun completamente comprendidos (Mucci et al., 2005).

2.7. SISTEMAS DE CULTIVO IN VITRO
El gran numero de estudios sobre la maduracion ha dado lugar a diversas metodologias y
modificaciones de las técnicas de cultivo de los oocitos. Fundamentalmente, se tienen en cuenta:

el soporte fisico sobre el que se va a realizar la maduracion (placa, tubo etc), el modo de
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colocacion del medio de cultivo, el nimero de oocitos por volumen de medio v si el cultivo se
realiza de manera estatica o con un ligero movimiento. (Lorenzo, 1992)

Sugie et al., (1980) citan dos grupos de sistemas de cultivo: un cultivo en el que no se permite
el intercambio gaseoso con la atmdsfera, mediante el uso de un cierre hermético y un segundo
tipo de cultivo que se realiza manteniendo un intercambio gaseoso contindo. El primero no tiene
interés ya que no permite el intercambio gaseoso, necesario para la maduracién de los oocitos,
mientras que dentro del segundo grupo se pueden citar dos tipos: los sistemas abierto y cerrado.

El sistema abierto engloba aquellos recipientes en los que se coloca un volumen de medio de
cultivo que esté en contacto directo con la atmdsfera que le rodea. EI medio se coloca en placas
Petri, camaras de cultivo, placas ELISA o tubos de cristal. El inconveniente de este sistema es
que presenta una gran superficie de evaporacion, lo cual puede originar un aumento de la
osmolaridad, al elevarse la concentracion de sodio (Fukui & Sakuma, 1980, Vol. 22, pp. 669-
673).

El sistema cerrado consiste en recubrir el medio de cultivo con aceites minerales, de tal
manera que se impida la evaporacion del medio pero se permite el intercambio gaseoso con la
atmosfera. EI modo mas corriente de efectuar este tipo de cultivo es el de las “microgotas”.
Consiste en colocar un determinado nimero de gotas, habitualmente con un volumen de 50 6
100 ul, en una placa Petri y recubririas, posteriormente, con aceite de parafina o silicona. El
agua no se evapora facilmente, pero alguno de los componentes del medio puede ser soluble en
aceite; por ello, hay que equilibrarlo, antes de iniciar el periodo de cultivo. El sistema de
microgotas permite una identificacion individual de los oocitos, minimiza los riesgos de
contaminacion y facilita el cultivo independiente de los oocitos y una observacion de los mismos

mas facil que con otros sistemas (Brinster, 1970, Vol. 21, pp. 17-22).
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2.8. REGULADORES DE LA MADURACION IN VITRO
Los siguientes reguladores participan activamente en la maduracion del oocito, tanto in vivo

como in vitro:

2.8.1. Hormonas.

En el foliculo ovarico en crecimiento, se producen cambios regidos por la secrecion y
actuacion de las gonadotropinas, esteroides, factores de crecimiento y otras moléculas. Cada
una de ellas, individual o colectivamente, actGan para conseguir la correcta maduracion del
oocito. La suplementacién del medio de maduracién de oocitos bovinos, con gonadotropinas y
esteroides, ha demostrado tener un efecto positivo en la maduracién de los oocitos in vitro en

todas las especies (First & Parrish, 1987, Vol. 34, pp. 151-165).

2.8.1.1. Gonadotropinas.

La adicion de gonadotropinas aumenta las tasas de maduracién en diversas especies
animales: hamster, coneja, oveja, cerda y vaca. La hormona luteinizante (LH) ha demostrado
tener efectos positivos en los sistemas de maduracién in vitro. La LH mejora la maduracién
citoplasma del oocito, ademas la presencia de LH, en el medio de cultivo in vitro, provoca una
mayor oxidacion mitocondrial de la glucosa, en los oocitos bovinos, lo cual favorece la
maduracion de los mismos (Zuelke & Brackett, 1990, Vol. 43, pp. 784-787).

La hormona foliculo estimulante (FSH) también ha demostrado inducir la maduracién en
oocitos de rata, coneja y vaca. Sin embargo, muchos autores indican que la FSH no es
imprescindible para la maduracion nuclear del oocito pero tiene influencia en la expansion del
cumulo celular. La combinacién de FSH y LH también puede estimular la expansion del cimulo
celular y la maduracién en oocitos bovinos. Sin embargo, la adicion de una, otra 0 ambas

gonadotropinas, a los medios, llevan a cabo un efecto distinto, dependiendo del estado de
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maduracion de las células del cimulo, ya que, seguin este estado, las células presentan un nimero
mayor o menor de receptores para la LH o para la FSH y, por lo tanto, responden de distinta
manera segun la hormona empleada en los medios (Armstrong et al., 1991, Vol. 626, pp. 137-
158).

La gonadotropina corionica humana (hCG) se ha utilizado en los medios de maduracion en
lugar de la LH, ya que presenta acciones similares a esta Gltima (Xu et al., 1986, Vol. 27, pp.

505-519).

2.8.1.2. Esteroides.

Los esteroides mas utilizados en los medios de maduracion son el estradiol y la progesterona,
describiéndose que la adicion de ambos completa la maduracion nuclear y citoplasmica. El
estradiol por si solo parece no afectar a la maduracion nuclear del oocito, pero si influye en la
maduracion citoplasmica y sobre todo en la fecundacion. Por otro lado, la presencia de este
esteroide, en el medio de maduracion, se considera un factor importante para la formacion del
prontcleo masculino, aunque en se ha comprobado que una suplementacién exclusiva con
estradiol, durante la maduracion, puede provocar anormalidades cromosomicas (Fukui et al.,
1982, Vol. 18, pp. 161-175).

La progesterona demuestra tener un efecto estimulante en la maduracién de oocitos de
coneja, cuando se afiade a los medios de cultivo. Sin embargo, sobre los oocitos bovinos no se
describe ningun efecto positivo. Otros esteroides (testosterona, androstenodiona, entre otras)
han sido poco estudiados y no han demostrado ningun efecto apreciable sobre la maduracion in
vitro, en las concentraciones y especies estudiadas (Fukushima & Fukui, 1985, Vol. 9, pp. 323-

332).
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2.8.1.3. Otras hormonas.

Ademas de las hormonas citadas anteriormente, la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) y sus agonistas han demostrado estimular la maduracion de oocitos. Por otro lado,
estudios recientes indican que la hormona estimulante del tiroides (TSH) puede influir en la
posible regulacion de la maduracion, ya que su adicion a medios de maduracion in vitro aumenta
la expansion del camulo y la tasa de maduracion en oocitos bovinos (Younis et al., 1992, Vol.

31, pp. 144-151).

2.8.2. Sistema adenosin mono fosfato ciclico “AMPc”.

El sistema que regula los niveles de adenosin mono fosfato ciclico “AMPCc”, en el interior
del ovocito, es el encargado de mantener su nicleo en reposo meidtico “GV”. En este
mecanismo de regulacion dos enzimas actlan aumentando y luego disminuyendo las
concentraciones de AMPc. 1.) la adenilato-ciclasa origina una elevacion de los niveles de AMPc
intracelular, 2.) fosfodiesterasa “PDE” actla disminuyéndola (Sirard et al., 1992, Vol. 37, pp.
39-57).

Sirard et al, (1992) citan que, cuando se afiaden, al medio de maduracién, agentes que
estimulan la actividad de la adenilato-ciclasa o sustancias que inhiben la accion de la PDE,
aumentan los niveles intracelulares de AMPc en el ovocito. Entre los primeros, el foskolin y
entre los segundos, la isobutilxantina. De la misma manera, todos los analogos estructurales del
AMPc, como el dibutiril AMPc “dbcAMP” o el 8-bromo AMPc también inhiben la activacion
de la meiosis “GVBD”. El mecanismo intrinseco del proceso de desactivacion y activacion
meiodtica es la regulacion ejercida por una protein—quinasa “PKC”, la cual fosforiliza una
proteina desconocida, que es la encargada de mantener la pausa meidtica “GV” (Vol. 37, pp.

39-57).
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Cuando bajan los niveles intracelulares de AMPc en el ovocito también disminuyen los de
PKC, y la proteina se desfosforiliza, lo cual da como resultado la activacion meiética del ovocito
“GVBD”. Los altos niveles de AMPc, inducidos por las gonadotropinas, rompen las uniones
intercelulares en el cimulo con el ovocito y, en consecuencia, el flujo de AMPc se interrumpe
activandose la meiosis (Sirard et al., 1992, Vol. 37, pp. 39-57).

Ademas del AMPc, moléculas como la hipoxantina y la adenosina, presentes en el liquido
folicular de ovocitos inmaduros, ejercen también un efecto inhibidor sobre la activacion de la
meiosis del ovocito, también sustancias como el factor inhibidor de la maduracion “OMI”, factor
de células de la granulosa “GCF” o sustancia similar a la sustancia inhibidora de la maduracion

“MIS” (Downs et al., 1985, Vol. 1985, pp. 454-458).

2.9. EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON SUERO SOBRE LA CANTIDAD Y
CALIDAD DE LOS EMBRIONES PRODUCIDOS IN VITRO

Se ha observado que la adicion de suero a los medios de cultivo tiene un efecto bifasico sobre
el desarrollo embrionario, inhibiendo los primeros estadios y estimulando el desarrollo de

morulas y blastocistos (Pinyopummintr & Bavister, 1994, Vol. 41, pp. 1241-1249).

Cuadro 2. Analisis bioquimico del suero de novillo y fetal bovino de dos lotes distintos (CanSera
International Inc. y Bocknek Lab).

Valores encontrados

Suero de novillo Suero fetal bovino
Determinacion CanSera Int. Bocknek Lab. CanSera Int. Bocknek Lab.
Albumina g/l 36 34 19 19

Globulinas g/l 36 37 19 19




53

Urea mm 3,6 2,9 6,3 6,3
Glucosa mm 1.3 0,8 7 7

Potasio mm 6,3 5 3,44 13,6
Sodio mm 140 140 135 135
Fosforo mm 1,87 2,24 3,44 3,44
Calcio mm 2,45 2,45 3,72 3,72

Fuente: Adaptado de (Palasz, 1996; Tornesi & Archer, 1993)

El suero es considerado un compuesto variable e indefinido, lo cual genera variaciones en la
composicion de los medios utilizados e interfiere con la repetibilidad de los resultados obtenidos
(Gardner & Lane, 1998, Vol. 13, pp. 148-159).

Rorie et al., (1994) observaron que el suero producia un efecto positivo sobre la tasa de
produccién de embriones sélo si el cultivo se efectuaba en cocultivo con células somaticas.
Teniendo en cuenta el impacto positivo del suero sobre el cultivo de células somaticas, puede
suponerse que el efecto benéfico de esta suplementacion se ve potenciado a través de su accién
sobre las células del cocultivo (Vol. 42, pp. 385-395).

Rieger et al., (1992) por su parte exponen que el suero mas utilizado es el SFB. Si bien es
dificil concluir acerca de cudles son los constituyentes del suero que presentan actividad
embriotréfica, las diferencias mostradas en el cuadro 1 entre dos tipos de suero, en términos de
composicion quimica, pueden determinar una fuente de variacioén capaz de tener un impacto
significativo en la produccion in vitro de embriones. Puede observarse que la concentracion de
glucosa es 6 veces superior en el suero fetal respecto al del bovino adulto. Teniendo en cuenta

que la utilizacion de este elemento aumenta notablemente luego de los primeros 3-4 ciclos de
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division celular embrionaria, estas diferencias podrian contribuir a las variaciones observadas
entre los ensayos. Con respecto a las proteinas, puede observarse también que sus
concentraciones son superiores en un 85% en el caso del suero adulto respecto del fetal, y
aunque poco se conoce acerca de la funcion de proteinas no especificas en el desarrollo
embrionario, su metabolismo podria producir amoniaco, el cual, dependiendo de su
concentracion y del estadio embrionario que afecte, puede generar diferencias en cuanto a la
produccién total de embriones. En ambos tipos de suero, la relacion proteina/glucosa es distinta
y notablemente superior para el caso del bovino adulto, aunque no se dispone de informacion
acerca de su posible impacto sobre el desarrollo embrionario (\Vol. 95, pp. 585-595).

Las variaciones en la concentracion de factores embriotroficos como son: el factor
transformante de crecimiento a (TGF, transforming growth factor) y el factor de crecimiento
similar a insulina 1 (IGF1, insulin-like growth factor) reducen la incidencia de apoptosis y
aumentan el namero de células embrionarias, mientras que el factor de necrosis tumoral a (TNF,
tumor necrosis factor) induce apoptosis y fragmentacién de acidos nucleicos (Brison & Shultz,
1997, Vol. 56, pp. 1088-1096; Makarevich & Markkula, 2002, Vol. 66, pp. 386-392; Betts &
King, 2001, Vol. 55, pp. 171-191).

Byrne et al., (1999) sefialan que la utilizacion de suero en los medios de cultivo podria
introducir cantidades variables de estos factores con efectos positivos y negativos sobre el
desarrollo embrionario y esto podria depender de la partida, tipo de donante y del procedimiento

de preparacion, entre otros (Vol. 117, pp. 97-105).

2.9.1. Efectos negativos del suero.
Algunos efectos negativos que han sido atribuidos al uso de suero en los medios de cultivo

son:.
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- Alteraciones mitocondriales (Farin et al., 2001, Vol. 55, pp. 151-170).

- Excesiva produccion de lactato, presencia de células oscuras y granuladas en la masa celular
interna (Krisher et al., 1999, Vol. 60, pp. 1345-1352).

- Aumento de células apoptdticas (Byrne et al., 1999, Vol. 117, pp. 97-105).

- Menor sintesis proteica (Kuran et al., 2001, Vol. 55, pp. 593-606).

- Disminucion de la relacion celulas de la masa celular interna: células trofoblasticas y del
numero de complejos de union entre las células embrionarias (Fouladi-Nashta et al., 2005, Vol.
10, pp. 497-502).

- Se observaron alteraciones durante la prefiez en hembras gestantes de embriones producidos
con suero, tales como alargamiento del periodo de gestacién (Thompson et al., 1995, Vol. 53,
pp. 1385-1391).

- Nacimiento de crias con peso superior a lo normal -large offspring syndrome- (Farin et al.,

2001, Vol. 55, pp. 151-170).

2.9.2. Consideraciones en los medios de cultivo: con y sin utilizacion de suero.

Los embriones cultivados en presencia de suero presentan una morfologia diferente
comparada con los producidos sin suero (Shamsuddin & Rodriguez-Martinez, 1994, Vol. 41,
pp. 307-316).

La suplementacion con suero se encuentra asociada a un menor grado de compactacién de
las mérulas, y que tanto éstas como los blastocistos adquieren caracteristicas similares a los
obtenidos in vivo cuando son producidos en medios sin suero (Thompson, 1997, Vol. 9, pp.
341-354; Crosier et al., 2001, Vol. 64, pp. 1375-1385).

Boni et al., (1999) postularon que variaciones en la expresion de ARNm para la Connexina

43 (Cx43), una proteina que participa en la formacion de las uniones de tipo gap en las células
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de los embriones en estadios de preimplantacion, podria explicar algunas de las diferencias
encontradas entre los embriones producidos in vitro y los obtenidos in vivo o, incluso,
producidos en diferentes medios de cultivo incluyendo la presencia o ausencia de suero en los
mismos (Vol. 61, pp. 1050-1055).

Los embriones producidos in vitro en cultivos suplementados con suero presentaron
alteraciones en la expresion de genes que desempefian un rol de particular importancia durante
el desarrollo embrionario temprano. Una de estas fue precisamente la disminucion de la
transcripcion del gen que codifica para Cx43, comparada con los embriones cultivados en un
medio libre de suero (Lazzari et al., 2002, Vol. 67, pp. 767-775; Rizos et al., 2003, Vol. 68, pp.

236-243)

2.9.3. Efecto del suero sobre la viabilidad de los embriones criopreservados.

La suplementacion de los medios de cultivo con suero se ha relacionado con la acumulacion
anormal de gotas lipidicas intracitoplasmaticas (Shamsuddin & Rodriguez-Martinez, 1994, Vol.
41, pp. 307-316; Dorland et al., 1994, Vol. 13, p. 70; Thompson et al., 1995, Vol. 53, pp. 1385-
1391; Abe et al., 1999, Vol. 53, pp. 325-335).

Abe et al., (2002) mencionan que la presencia de las estructuras nombradas anteriormente en
los embriones bovinos producidos in vitro se ha asociado a su alta sensibilidad a los procesos
de criopreservacion en general, y en los desarrollados en medios de cultivo suplementados con
suero en particular (Vol. 61, pp. 57-66).

El origen de la acumulacion de gotas lipidicas intracitoplasmaticas en los embriones
producidos in vitro, cultivados en medios suplementados con suero, actualmente es

desconocido, aunque existen dos teorias que podrian explicarlo:
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- La presencia de suero genera un efecto deletéreo sobre la estructura mitocondrial, lo cual,
al producir alteraciones morfoldgicas y funcionales en esta organela provocaria una
acumulacién anormal de gotas lipidicas producto de alteraciones en su metabolismo (Dorland
etal., 1994, Vol. 13, p. 70

- Teniendo en cuenta la capacidad de captacion de acidos grasos, fosfolipidos y triglicéridos
por parte de las células somaticas en cultivo, podria inferirse que la acumulacion de lipidos
intracitoplasmicos por parte de los blastomeros se deberia a la incorporacion de lipoproteinas
presentes en el suero adicionado a los medios de cultivo (Thompson et al., 1995, Vol. 53, pp.
1385-1391; Abe et al., 1999, Vol. 53, pp. 325-335).

Con estos antecedentes en la actualidad existen en el mercado una variedad de compuestos
formulados con el fin de remplazar el suero en los medios de cultivo de distintas lineas de células
somaticas, lo que ha generado que se realicen distintas investigaciones con maltiples resultados
y que a su vez han logrado expandir la tecnologia de produccion de embriones in vitro a grandes

escalas cientificas, en cuanto a medicina veterinaria se refiere.

2.10. PROCEDIMIENTO PARA LA MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS BOVINOS

2.10.1. Maduracioén.

La obtencion de los ovarios se lo realiza en un matadero local, se deben mantener los ovarios
calientes colocandolos en un termo. También pueden mantenerse en una solucion salina célida
al 0.9%. (0,9% de solucién salina =9 g / L de NaCl / agua destilada). La adicion de 100 Ul de
penicilina / ml y 100 pg de estreptomicina / ml a la solucion salina para controlar la
contaminacion bacteriana es opcional. Los oocitos son viables en los ovarios durante 6 a 8 horas
después del sacrificio. EI almacenamiento de mas de 8 horas requiere almacenamiento a

temperatura mas baja, es decir, de 15 a 20°C (Duran & Monson, 2013).



58

2.10.2. Manana de coleccién de oocitos.

2.10.2.1. Preparacion de los medios apropiados:

- Medio de lavado TL Hepes.

- Medio de maduracion.

Figura 5. Preparacion de medios.

Fuente: (Duran & Monson, 2013).

2.10.2.2. Preparacion de los platos de maduracion:
Duran & Monson (2013) lo detallan de la siguente manera:
1. En una campana de flujo laminar, rocie, limpie y seque con aire las superficies con
70% de EtOH; esto se obtiene con 70 ml de etanol (alcohol etilico) + 30 ml de agua destilada
=100 ml de 70% de EtOH.
2. Pipetee entre diez y dieciocho gotas de medio de maduracion 50 pl, por placa petri

estéril de 65 mm. Use la técnica de banco estéril en todo momento.
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3. Utilizando una pipeta estéril de 10 ml y un bulbo de goma, la superposicidn cae con
8,5-10 ml de aceite de parafina (mineral), lo suficiente para cubrir completamente las gotas.
El sobrellenado hace que la tapa se selle en la placa y evita el equilibrio.

4. Permita que las placas se equilibren en la incubadora de CO2 durante al menos dos

horas. La incubadora debe mantenerse a 95% de humedad, 39 ° C y 5% de CO2.
2.10.3. Coleccion de oocitos.

2.10.3.1. Preparacion del area de aspiracion:

1. Desinfecte el area de recoleccion. Humedezca con 70% de EtOH y deje secar al aire.
Asegurese de que todas las superficies y utensilios sean estériles.

2. Coloque el material absorbente sobre el area desinfectada para ayudar a contener el
desperdicio de fluido.

3. Coloque el receptaculo de ovario (un cubo limpio de 2 cuartos) en el medio del area
cubierta.

4. Enjuague el cabezal de aspiracién y las lineas de vacio con 70% de EtOH y seque al aire.

5. Monte la cabeza esterilizada, el tubo de centrifuga de 50 ml y la aguja estéril de calibre 18
de 1-1.5 pulgadas.

6. Tenga una bolsa de plastico disponible para descartar ovarios y escombros.

Si el aparato de aspiracion no esta disponible, una simple jeringa estéril de 10 ml y una aguja
de calibre 18 de 1-1.5 pulgadas sera suficiente. Aspire el liquido de los foliculos y coldguelo en

un tubo estéril de 50 ml (Duran & Monson, 2013).

2.10.3.2. Prepare los ovarios para la aspiracion:

1. Al llegar al laboratorio, registre la temperatura en el termo (6ptimo 28-32°C).
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2. Volcar los ovarios en la cesta de malla de alambre (si esta disponible). Enjuague los ovarios
suavemente en solucidn salina tibia o agua cerca de la misma temperatura que el termo (30°C)
para eliminar el exceso de sangre, liquido y tejido.

3. Coloque los ovarios drenados en el receptaculo previamente dispuesto en el centro del area

desinfectada y cubierta (Duran & Monson, 2013).

Figura 6. Aspiracion de ovocitos

Fuente: (Duran & Monson, 2013).

2.10.3.3. Aspirar foliculos:

1. Encienda la bomba de aspiracion (si se usa) y revise el mandémetro (5-7 libras por pulgada
cuadrada “psi”). Si va a usar aspiracion con jeringa, monte la jeringa con la aguja.

2. Aspirar foliculos pequefios (2-8 mm). Los foliculos méas grandes contienen ovocitos
indeseables. Si lo desea, use guantes de latex.

3. Mantenga el bisel de la aguja hacia arriba, rozando directamente debajo de la superficie
del ovario, aspirando el liquido y el ovocito. O bien, aspirar cada foliculo individualmente o

"enhebrar" la aguja a través del ovario, foliculo a foliculo.
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4. El liquido debe ser de color amarillento, por lo tanto, evite foliculos con sangre oscura.

5. Después de aspirar todos los ovarios, permita que el tubo se asiente durante 10 a 15 minutos
para permitir que los ovocitos y otras células se asienten en la parte inferior, formando un
granulo o "tapon" por gravedad.

A partir de aqui todos los procedimientos deben ser hecho en una habitacion caliente a una

temperatura de 28-36°C (Duran & Monson, 2013).

2.10.4. Recuperacion de oocitos.

2.10.4.1. Preparacion del area de recoleccion:

1. Desinfecte el area de trabajo con 70% de EtOH.

2. Reunir:

- Medio de lavado TL Hepes hecho previamente. Debe estar caliente (30-35°C).

- Tubo de centrifuga de 50 ml, para el almacenamiento de aspirados

- Filtro estéril de ovocitos (colador de células de nailon de 100 um) —opcional

- Jeringa de 10-12 ml y aguja de 1,5 pulgadas para la aspiracion de ovocitos en el foliculo
ovarico.

- 1 placa de Petri grande (100 mm), para buscar ovocitos

- 2 placas Petri medianas de (65 mm) para el lavado de ovocitos

- 1 pipeta Pasteur de vidrio estéril largo y bulbo de goma, para extraer ovocitos de un tubo
de centrifuga de 50 ml y colocarlos en el plato de busqueda.

- Jeringa Hamilton de 20 pl adjunta con una pequefia punta estéril (u otro dispositivo

adecuado para recoger ovocitos).
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Figura 7. Jeringa Hamilton.
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Fuente: (Duran & Monson, 2013).

Figura 8. Punta pequefa estéril

Fuente: (Duran & Monson, 2013).

3. Marque una cuadricula (dibuje o raya lineas) en la parte inferior externa del plato grande
y una de las fuentes medianas para facilitar la basqueda.

4. Llene las placas de Petri de tamafio medio hasta la mitad con medio de lavado TL Hepes
y coldquelas en el calentador de portaobjetos (30-35 °C). Manténgase en el lado frio para evitar
el chogue térmico a los ovocitos.

5. Destape el tubo de centrifuga de 50 ml, coloquelo en posicion vertical en una gradilla de

tubos y coloqgue el filtro (si se usa) dentro de la abertura (Duran & Monson, 2013)

2.10.4.2. Filtrar fluido folicular.
1. Retire el pellet de ovocitos del tubo de recoleccién con una pipeta Pasteur, girando

suavemente mientras estira la pellet.
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2. Eche a chorros el contenido de la pipeta en el filtro en el tubo de centrifuga (o directamente
en la placa de Petri grande) y deje que el liquido drene. Puede ayudar a levantar y bajar el filtro

como una aspiradora para pasar el liquido. Los oocitos permaneceran en el filtro.

Figura 9. Filtrado folicular

|

Fuente: (Duran & Monson, 2013)

3. Repita las instrucciones anteriores aproximadamente 3-4 veces o hasta que se eliminen

todos los restos del tubo de recoleccién (Duran & Monson, 2013).

2.10.4.3. Coloque el contenido del filtro en una placa Petri grande:

1. Coloque una pipeta Pasteur llena (~ 2 ml) de liquido folicular (proteina) en el fondo de la
placa de Petri ranurada. Esto evita que los ovocitos se peguen.

2. Vierta un poco de Hepes TL en un segundo frasco estéril con tapa de tapon de tabique o
placa de petri para evitar contaminar la botella original de medio de lavado TL Hepes. De este
recipiente o plato, llene la jeringa de 10-12 ml.

3. Invierta el filtro sobre una placa Petri grande y enjuague bien todos los lados del filtro con
TL Hepes incluido en la jeringa. Los ovocitos y las células caeran en el plato con el liquido

folicular.
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4. Repita el enjuague varias veces hasta que ya no pueda ver suciedad en el filtro.
5. Si es necesario, agregue TL Hepes para completar el llenado del plato de busqueda (Duran

& Monson, 2013).

2.10.4.4. Recuperar ovocitos:

1. Extienda el contenido del plato de busqueda uniformemente en la parte inferior de la placa
con una punta pequefa limpia de 20 pl unida a la jeringa Hamilton (u otro dispositivo).

2. Use la Hamilton y la punta para recolectar solo aquellos ovocitos con buen cimulo intacto,
independientemente de la apariencia del citoplasma. Evite los ovocitos desnudos (sin cimulos)
y atrésicos (de aspecto velludo).

3. Coloque los ovocitos recogidos en la placa Petri de tamafio medio anotada antes de que el
nivel del TL Hepes atraido hacia la punta pequefia, hasta que llegue a ser lo suficientemente alto
como para entrar en el cubo de plastico de la misma. Registrar el plato ayuda a facilitar la

busqueda y sirve como referencia de donde se encuentra en el plato (Duran & Monson, 2013).

2.10.4.5. Lavar ovocitos:

1. Mueva los ovocitos recogidos de la placa Petri de tamafio medio marcada en el plato medio
restante con un minimo arrastre de medios y células en exceso.

2. Repita este proceso hasta que desaparezcan la mayoria o la totalidad de los restos, dejando

solo los ovocitos deseados (Duran & Monson, 2013).
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Figura 10. Lavado de oocitos

Fuente: (Duran & Monson, 2013).

2.10.4.6. Colocacién de los ovocitos en gotas:

1. Obtenga placas de maduracion equilibradas de la incubadora. Las gotas deben ser de un
color rosa carnoso. Mantenga un medio de maduracion extra en la incubadora como control y
en caso de que una placa esté dafiada.

2. Usando Hamilton y la punta, mueva 10 ovocitos a cada gota de 50 ul en el plato. Minimice
el arrastre del medio de lavado.

3. Asegurese de contar los ovocitos con cuidado y minimizar el tiempo que las placas estan
fuera de la incubadora para que no se produzca un desplazamiento del pH en el medio de
maduracion.

4. Coloque con cuidado las placas de maduracién en la incubadora. No dejes que las gotas se
junten. Espere unos 20 a 24 horas a 39 ° C para que ocurra la maduracion. Las células del
cumulus se expandiran para permitir la fertilizacion.

5. Deseche las placas de busqueda y los medios usados, tubos, etc.
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Mantenga sobrantes TL Hepes en el refrigerador durante la noche. Se puede filtrar y reutilizar

al dia siguiente; reutilizar solo un dia.
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I1l. RESUMEN DEL ESTADO DE ARTE DEL ESTUDIO DEL PROBLEMA

La utilizacion de diferentes medios para la maduracion in vitro de ovocitos bovinos es una
de las técnicas de mayor interés, dentro de la biotecnologia de la reproduccién; ya que esta
tecnologia tiene propiedades como menores costos para obtener embriones; asi como evitar la
pérdida de animales con un alto valor genético y las generaciones de animales sanos libres de

enfermedades.

3.1. MADURACION IN VIVO DE OVARIOS

Los ovarios de los mamiferos contienen foliculos que se encuentran en diferentes estados de
desarrollo, de los cuéles solamente una pequefia proporcién va a ser utilizada durante la vida
reproductiva del animal. La recoleccion de ovocitos permite recuperar y aprovechar foliculos
no ovulatorios, que bajo condiciones fisioldgicas se tornarian en foliculos atrésicos, con el fin
de aprovechar el maximo potencial genético de una donadora por procedimiento in vitro (INTA,

2010).

3.2 METODOS DE OBTENCION DE OVARIOS

Comunmente se lo realiza en mataderos o camales, debido a su variabilidad de individuos y
de muestras ya que se encuentran en diferentes estados de desarrollo.

Usualmente las formas de extraccion de complejos cuimulo-ovocitos (COCs) de los foliculos
gue se emplean son por puncion o aspiracién con jeringa, corte de foliculos y perfusion de
oviducto Zarate (2010).

El tipo de extraccion dependerda mucho de la clase de estudio que se esté realizando, asi como
de su material y equipos disponibles para dicha investigacion.

Los métodos usados para la coleccion y la maduracion de los ovocitos afectan la induccion

de la meiosis, asi como el potencial de desarrollo de los ovocitos.
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3.3. MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS

La maduracion in vitro es un proceso complejo que consiste en cultivar y madurar los
ovocitos recolectados en estado de vesicula germinativa (Gutiérrez, 2006).

Los criterios que aseguran que ha ocurrido la maduracion in vitro pueden resumirse en:

1.- Extrusion del primer corpusculo polar y llegada al estado de metafase II.

2.- Expansion y mucificacion del camulo celular.

3.- Traslado de los granulos corticales a la periferia del oocito.

4.- Desaparicion de las uniones intercelulares (Flores, 2012).

3.4. MEDIOS DE MADURACION

La maduracién del ovocito compromete dos procesos: primero la maduracién nuclear, que
involucra la condensacion del material nuclear seguido de la forma de los cromosomas por dos
ciclos meioticos y segundo la maduracién del citoplasma que compromete la redistribucion de
los organelos y la maduracion (Abe & Hoshi, 2003, Vol. 49, pp. 193-202).

En la maduracion de ovocitos se han utilizado diversos tratamientos, entre ellos se encuentran
el medio TCM199, Suero Fetal Bovino - Fetal Calf Serum (SFB - FCS), Suero de buey (SB),
Suero de vaca en celo (SVC), Células de la granulosa, Piruvato, Glutamina, HEPES,
Bicarbonato, Penicilina, Estreptomicina, Gentamicina, Estradiol (E2), LH y FSH
(Pinyopummintr & Bavister, 1994, Vol. 41, pp. 1241-1249).

Cada uno de estos tratamientos cuenta con diversas propiedades, el presente estudio probd
medios de maduracion con suero de vaca en celo frente al suero fetal bovino ambos en las

mismas condiciones de estudio.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

Cuadro 3. Materiales de oficina

DESCRIPCION CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Laptop 1 Unidad
Camara digital 1 Unidad
Léapiz 1 Unidad
Boligrafo 1 Unidad
Resma de papel Bond (A4) 1 Unidad
Marcador 2 Unidad
Carpeta 1 Unidad
Impresora 1 Unidad
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Cuadro 4. Materiales de campo
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DESCRIPCION MATERIALES FiSICOS CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Mandil 1 Unidad
Guantes 1 Caja
Gorros 1 Caja
Mascarillas 1 Caja
Protector de zapatos 1 Caja
Microscopio 1 Unidad
Cooler 1 Unidad
Jeringas 5ml 1 Caja
Jeringas 10 ml 1 Caja
Agujas hipodérmicas 18’G 1 Caja
Bomba de vacio 1 Unidad
Pipetas 1 Caja
Cajas petri 1 Docena
Vaso de precipitacion 1 Unidad
Pinza anatomica 1 Unidad
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DESCRIPCION MATERIALES FISICOS

CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA

Estufa

Filtros 0,22 micras

Filtros 0,45 micras

Campana de flujo Laminar

1 Unidad
1 Caja
1 Caja
1 Unidad

DESCRIPCION MATERIALES QUIMICOS

CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA

Solucién Salina 1 Litro
Desinfectante 1/2 Litro
Alcohol 1 Litro
TL-HEPES 1 Litro
Stock de piruvato de sodio 1 Litro
Sulfato de Gentamicina 1 Litro
Buffer Fosfato Salino 1 Litro
DESCRIPCION MATERIALES BIOLOGICOS CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA
Ovarios 100 Unidades
Suero Fetal Bovino (FBS) 1 Litro
Suero de Albumina Bovina 1 Litro
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DESCRIPCION MATERIALES BIOLOGICOS

CANTIDAD UNIDAD DE MEDIDA

Liquido Folicular (TCM 199) 1 Litro

Suero de Vaca en Celo (SVC) 1 Litro

Hormona FSH 1 Gramos

Hormona LH 1 Gramos
Cuadro 5. Recursos humanos

NOMBRE DESCRIPCION

Dr. Patricio Garnica Tutor de la Investigacion.

Dra. Monica Espadero Responsable de laboratorio y colaboradora

de la investigacion.

Srta. Priscilla Espin Vargas Investigadora responsable.
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4.2. METODOLOGIA

El presente trabajo investigativo se desarrollé en la Cuidad de Cuenca, Canton Cuenca,
Provincia del Azuay-Ecuador dentro del Laboratorio de Biotecnologia de la Reproducciéon de
la Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca.

Tuvo una duracién de cuatro meses; desde la aceptacion del proyecto de investigacion
dividiendo las mismas en trabajo de campo y laboratorio.

El tamafio de la muestra fue de 25 ovarios, los cuales fueron extraidos de bovinos hembras

después de ser sacrificadas en el camal, las mismas que tenian una edad aproximada de 2-7 afios.

4.2.1. Investigacion de campo.

El presente estudio, se desarroll6 en el camal de la ciudad de Cuenca, este sitio fue
seleccionado debido a que es un lugar certificado, que cumple con todas las normas de sanidad
y bienestar animal, para el sacrificio de animales.

El estudio préctico se inici6 en horas de la mafiana. Se identificaron a las hembras bovinas
con una edad que oscilaba entre los 2 y 7 afios, posteriormente se procedio a la recoleccion de
muestras de ovarios post mortem; esto se lo realiz6 con 25-30 ovarios diariamente, para esta
actividad se utiliz6 gorra, guantes, mascarilla, y un bisturi, fue necesario seleccionar los ovarios
con la mejor condicion fisica y con la mayor cantidad de foliculos, los cuales tenian que estar
entre 2 — 8 mm, para la extraccion de ovocitos; las muestras se las colocaba en un Cooler con

lactato de Ringer temperado a 28°C para luego ser transladados al laboratorio.

4.2.2. Trabajo en el Laboratorio.
El analisis de las muestras de los ovocitos se realizé en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion de la Universidad Politécnica Salesiana en la Ciudad de

Cuenca.
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Para describir el trabajo de laboratorio por una parte se detallara la preparacion de los medios
tanto de lavado y maduracion; asi como la preparacion de los sueros que se evaluaron. Y como
segunda parte se describira todo el proceso tanto de obtencion como de maduracion de los

ovocitos.

4.2.2.1. Preparacion de los medios a utilizarse:

4.2.2.1.1. Preparacion del medio de lavado de ovocitos.

Se utiliz6 50ml de TL-HEPES+ 0,5ml de Stock de piruvato de sodio (Diluir 11mg de acido
piravico seco en 5 ml de solucién TL Hepes. Equivalente a 10 ul de piruvato sodico por 1ml de
volumen final.)+ 25ul de Gentamicina+ 20ml de suero de albumina bovina.

- Proceso: Se mezclaron los contenidos en tubo de ensayo, tomando en cuenta que el suero
de albumina bovina (BSA) se le permitié que se disuelva lentamente. Se ajust6 a un pH de 7.3-
7.4 y su filtracion se lo realiz6 en un recipiente estéril mediante un calentador deslizante; este
se lo calento antes de su uso.

- Nota: Nunca se coloca el medio tamponado HEPEs en la incubadora y es necesario que

todos los medios sean preparados en una cabina de flujo laminar estéril.

4.2.2.1.2. Preparacion del medio de maduracién de ovocitos.

Se utiliz6 9ml de medio 199 + 1ml de los sueros en estudio (SVC-FBS)+ 50ul de Stock de
piruvato de sodio (Diluir 11 mg de piruvato de sodio en 2,5 ml de medio 199)+ 10ul de Stock
de gonadotropinas (se lo prepara afiadiendo 3mg de FSH + 3 mg de LH por 1ml de buffer fosfato
salino filtrado estéril. Contenido en 1 mg/ml de suero de albumina bovina)+ 5 ul de sulfato de

gentamicina.

- Proceso: En primer lugar se mezcl6 los contenidos invirtiendo el tubo por inmersion.
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- Debajo de un gabinete / campana de flujo laminar (banco estéril limpio), se filtré con un
filtro de 0,22 micras fijado a una jeringa estéril de 12 ml en un tubo de centrifuga de poliestireno
de 12 ml.

- Luego se agreg6 10 ul de stock de estradiol. El stock de estradiol se almacena en (-20°C)
alicuotas congeladas de 1 ml. Este stock puede ser preparado agregando 1 mg de Estradiol 17-
beta por ml de etanol al 95% en un tubo de centrifuga estéril de 5 ml.

- Se homogenizé los contenidos invirtiendo el tubo y esta mezcla se filtré en un tubo de
centrifuga estéril de 15 ml con un filtro de jeringa de 0,22 micras fijado a una jeringa estéril de

12 ml.

4.2.2.2. Preparacion de los sueros en estudio:

4.2.2.2.1. Suero de vaca en celo (SVC).

- Proceso: Se identificd una hembra bovina en estro, para posteriormente tomar dos muestras
de sangre (2 tubos vacuutainer).

- Se trasladaron las muestras al laboratorio y se centrifugaron por 15 minutos a 2500 rpm.

- Una vez que se formo el suero en el tubo (el suero es el material amarillo/anaranjado
formado en la parte superior de la sangre/ material rojo que esta en la parte inferior del tubo), se
lo recupero pipeteando y se lo colocé en otro tubo esteéril limpio.

- Se filtrd el suero utilizando filtros estériles de 0,4 o 0,45 micras para remover los
contaminantes. Se recomienda utilizar tubos estériles limpios como envase.

- El suero ya filtrado, se activd a 56°C durante 30 minutos, utilizando bafio maria a la
temperatura mencionada.

- Luego de ser activado el suero, este se enfri6 en el interior de la campana de flujo laminar

(banco estéril limpio).
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- Inmediatamente de ser enfriado, se filtré el suero usando un filtro estéril de 0,2 o de 0,22

micras para remover todos los contaminantes bacterianos.

4.2.2.2.2. Suero fetal bovino (FBS).
- Este tipo de suero se lo importo del pais de Francia, debido a su complejidad para su

preparacion.

4.2.2.3. Proceso de preparacion de ovarios para la aspiracion de ovocitos.

Una vez con los ovarios en el laboratorio se los ubicd en un colador y se los lavé en lactato
de Ringer, para finalizar el proceso se pasaba a un bafio rapido de alcohol al 70 %.

Estos ovarios previamente lavados se los colocé en un vaso de precipitacion, el cual estaba
previamente temperado a 37°C.

Posteriormente se procedid a realizar la aspiracion de los foliculos (2-8mm), mediante la
utilizacion de una jeringa de 10ml y una aguja hipodérmica de 18X20G. El contenido de la
jeringa se lo situd en un tubo de ensayo de 50ml temperado a 37°C, descargando por la pared
del tubo y sin la aguja. Luego se dejo sedimentar los ovocitos de 10-15min.

En seguida se preparo6 una placa de Petri de 90mm que contenia lactato Ringer (1ml) y 0,5ml
de albumina bovina, esto como medio de clarificacion para la busqueda de los ovocitos.

Transcurrido el tiempo de sedimentacion se utilizé una pipeta calibrada para 1000 ul con
punta azul, con el propoésito de retirar los ovocitos y colocar los mismos en la placa de

clarificacion para finalmente llevarlos al microscopio e iniciar la basqueda de ovocitos.

4.2.2.3.1. Lavado de ovocitos.
En una placa de Petri de 90mm se coloco 3 gotas de 100ul de medio de lavado de ovocitos y

una ultima gota (100ul) de medio de maduracion.
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Figura 11. Disposicion de medios para su consecutivo lavado

En esta placa de Petri del lavado de ovocitos se procedi6 a ubicar los ovocitos obtenidos de
la placa de clarificacion, lavandolos secuencialmente en cada gota hasta llegar a la gota del
medio de maduracion, con el propdsito que estos se acondicionen a las propiedades del medio

en el cual finalmente serdn madurados.

4.2.2.3.2. Maduracion de ovocitos.

- Para empezar se realizo la limpieza del gabinete / campana de flujo laminar rociando y
esterilizando las superficies con etanol al 70%.

- Se preparo el plato de cultivo de ovocitos (se recomienda preparar un plato adicional para
control y soporte en caso de que ocurra dafio) pipeteando 70 ul del medio de maduracion, para
cada gota que se coloco en las placas de Petri estériles (se utilizaron 5 gotas/placa de Petri), las
cuales deben estar previamente rotuladas con fecha y nombre del suero que se esta evaluando.

- Se evaluaron de 10-15 ovocitos por gota (se recomienda no colocar mas de 15
ovocitos/gota).

- Se superpuso las gotas de cultivo con aceite mineral estéril. Se tuvo cuidado de no
sobrellenar el aceite mineral porque el sobrellenado hace que la tapa se selle en la placa y evita

el equilibrio.
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- Los platos de cultivo estuvieron previamente pre-equilibrados por un minimo de 2 horas en

la incubadora antes de la distribucion de los ovocitos.

4.2.2.3.3. Evaluacion de ovocitos.
Una vez colocados los ovocitos en el medio de maduracién y estos en la incubadora, se
procedio a evaluar a las 24 horas su maduracion; se efectud el conteo de ovocitos madurados

por cada gota y se los categoriz6 en A B C (cuadro 6).

4.2.3. Disefio estadistico.
El método a aplicar en el presente proyecto para el andlisis de datos, corresponde a la
estadistica inferencial; debido a que se utilizd Suero Fetal Bovino (FBS) y Suero de Vaca en

Celo (SVC) como medios de maduracion.

4.2.3.1. Variables en estudio

4.2.3.1.1. Variables Dependientes.

Cuadro 6. Variable dependiente: Ovocitos

CONCEPTO CATEGORIA INDICADORES INDICE

Evaluar la maduracion de NuUmero de ovocitos NUmero
ovocitos bovinos mediante la . L ) )

Fisicos Clasificacion de ovocitos Numero
utilizacion de dos medios de

maduracién diferentes.




4.2.3.1.2. Variables Independientes.

Cuadro 7. Variable independiente: Medios de maduracion
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CONCEPTO CATEGORIA INDICADORES INDICE
Maduraciéon de ovocitos
en Suero Fetal Bovino o y )
Quimica Grado de maduracion Porcentaje

(FBS), y Suero de Vaca

en Celo (SVC).

4.2.4. Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se lo efectu6 mediante:

- Conversion de datos mediante VX+0,5

- DBA (Disefio de bloques al azar con submuestras)
- Andlisis de varianza

- Prueba de Duncan

- Graficos en circulos y columnas.
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4.3. POBLACION Y MUESTRAS

4.3.1. Material experimental.
Se utilizaron 25 muestras de ovarios de bovinos del camal de la ciudad de Cuenca, los cuales
estuvieron en las mismas condiciones medio ambientales y se utilizd el mismo protocolo tanto

para su recoleccion y posterior analisis, quedando de la siguiente manera:

4.3.2. Seleccion de la muestra.
El muestreo se efectlio aleatoriamente en horas de la mafiana, tomando 25-30 muestras por
visita, debido a que no todas tenian las caracteristicas deseadas para el estudio; el mismo que se

lo desarroll6 en seis ocasiones diferentes.
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4.4. CONSIDERACIONES ETICAS

Para el desarrollo de la investigacion aqui planteada se tomo en cuenta el bienestar animal y
el texto de la Norma ISO 26000.

La recoleccion de muestras de ovarios se lo realizo en el camal de la Cuidad de Cuenca, la
misma que cuenta con personal profesional y altamente capacitados que hacen uso de
procedimientos y técnicas que se encuentran dentro del marco de bienestar animal al momento
de realizar el sacrificio de animales domésticos para el consumo humano.

Los ovarios fueron obtenidos de hembras bovinas post-mortem utilizando protocolos que no
incurrieran con el trabajo, ni salud tanto de los operarios presentes como de la persona que se
encontraba realizando el estudio. El uso de mascarillas, gorra, guantes, botas y ropa adecuada
conjuntamente con la utilizacién de materiales para extraer y preservar la integridad de los
ovarios hasta llevarlos al laboratorio; fueron practicas muy indispensables dentro del estudio.

Para la manipulacion y analisis de los ovarios dentro del laboratorio, se sigui6 todos los

protocolos de seguridad planteados cuando se efectlia una investigacion de este tipo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. DATOS DE MADURACION T1 Y T2 OBTENIDOS EN EL LABORATORIO

Cuadro 8. Maduracién ovocitaria T1. Suero de Vaca en celo —-SVC-y T2. Suero Fetal bovino
—FBS-.

N# SUERO DE VACA EN CELO SUERO FETAL BOVINO

Recolectas/Maduracion A B C A B C
15/08/2018 2 1 0 3 1 0
22/08/2018 8 2 0 9 4 1
23/08/2018 19 2 4 28 5 1
27/08/2018 12 6 8 20 14 9
28/08/2018 15 6 2 17 7 8
29/08/2018 16 2 5 18 8 0

Sub Total: 72 19 19 95 39 19

Total SVC: 110 Total SFB: 153

Categorizacion ovocitaria:

*A: Corresponde a un ovocito con células del cumulus con nimero de capas maultiples

(mayor a 4) y compactas, con citoplasma homogéneo y transparente.

*B: Tiene capas mdultiples del cimulus (de 1 a 3) y un citoplasma homogéneo con zonas

periféricas oscuras.

*C: Se caracteriza por tener un cumulus denudado y un citoplasma irregular con zonas

oscuras

Fuente: (Sanchez et al., 2006, Vol.16, pp. 1-35).



5.2. TRANSFORMACION DE DATOS

Cuadro 9. Datos obtenidos de cada tratamiento
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T1. Tratamientos Suero Vaca en Celo

T2. Tratamientos Suero Fetal Bovino

REPETICIONES A

I 2
I 8
i 19
v 12
\ 15
VI 16

NOONNEFEm

NN OO

Repeticiones A

I

I
i
v
\
VI

3
9
28
20
17
18

w

(oSNNS, T NGEN

OmWOWRr L OO

Cuadro 10. Transformacion de datos mediante \/X+O,5

T1. Tratamientos Suero Vaca en Celo

T2. Tratamientos Suero Fetal Bovino

REPETICIONES A

I 1,58
I 2,91
i 441
v 3,53
\ 3,93
VI 4,06

B

1,22
1,58
1,58
2,54
2,54
1,58

C

0,70
0,70
2,12
2,91
1,58
2,34

REPETICIONES A

I

I
Il
v
\Y
Vi

1,87
3,08
5,33
4,52
4,18
4,30

B

1,22
2,12
2,34
3,80
2,73
2,91

C

0,70
1,22
1,22
3,08
2,91
0,70

La Transformacion de datos se lo realizo para homogenizar los datos obtenidos en el

laboratorio, debido a que en la denominacién de ovocitos algunas muestras presentaban 0, lo

cual dificultaba el efectuar el andlisis y por ende los resultados no serian precisos.
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5.3. EVALUACION POR CATEGORIA DE OVOCITOS EN CADA TRATAMIENTO

Figura 12. Evaluacion de maduracion ovocitaria de cada tratamiento segun la categoria A.

Maduracién de ovocitos categoria A

mTrat. 1A mTrat. 2A

23,28

441233 353452 393418 40643

Se puede observar que los ovocitos de categoria A, a lo largo de las 6 repeticiones efectuadas

son mucho mas eficaces en su maduracion utilizando el medio del tratamiento T2_ FBS.



Figura 13. Evaluacién de maduracién ovocitaria de cada tratamiento segun la categoria B.
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Maduracioén de ovocitos categoria B

mTrat. 1B Trat. 2B

15,12
11,04
3,8
1 4-| 73 2,91 I
12220 15812 15834 25 252 s
1 2 3 a s . ,

De la misma manera se puede observar que los ovocitos de categoria B, a lo largo de las 6

repeticiones efectuadas son mucho mas eficaces en su maduracion utilizando el medio del

tratamiento T2_ FBS.
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Figura 14. Evaluacién de maduracién ovocitaria de cada tratamiento segun la categoria C.

Maduracion de ovocitos categoria C

mTrat. 1IC mTrat. 2C

10,359,83

291 3,08

0,700,70 0,70 Ll... 212 1 27

En la maduraciéon de ovocitos categoria C se puede mencionar que, a lo largo de las 6
repeticiones efectuadas hay mucha mas variabilidad, aunque al final estadisticamente resultan
mas eficaces en su maduracion los ovocitos del medio del tratamiento T1_ SVC.

Estos rsultados corroboran con King, (2001) quien indica que con la utilizacién de FBS en el
medio los ovocitos de categoria A y B en su investigacion obtuvieron un valor de maduracion
superior al medio suplementado con SVE.

En cuanto a la categoria C, Lorenzo, (1992) menciona que la adicién en el medio de
maduracion de SVC/SVE resulto tener un pequefio porcentaje mayor de maduracioon frente al

que contenia FBS.
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5.4. ANALISIS MEDIANTE EL DISENO DE BLOQUES COMPLETAMENTE AL AZAR

CON SUBMUESTRAS

Cuadro 11. Analisis estadistico mediante el Disefio de Bloques con submuestras, con los datos

transformados.

Tratamientos = 2
Repeticiones = 6

Sub muestras = 3

Total = 36
Disefio de Bloques al Azar con sub muestras
REPETICIONES Y Trat
TRATAMIENTOS | | 11 v V VI
T1 A 1,58 2,91 441 3,53 3,93 4,06
sSvC
B 1,22 1,58 1,58 2,54 2,54 1,58
C 0,70 0,70 2,12 2,91 1,58 2,34
Tot.U.Exp 3,50 5,19 8,11 8,98 8,05 7,98 41,81
T2 A 1,87 3,08 5,33 452 418 4,30
FBS
B 1,22 2,12 2,34 3,80 2,73 2,91
C 0,70 1,22 1,22 3,08 2,91 0,70
Tot.U.Exp 3,79 6,42 8,89 11,40 9,82 7,91 48,23
. Rept 7,29 11,61 17,00 20,38 17,87 1589 X.total= 90,04

x total=  2,50111
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5.5. ANALISIS DEL DISENO DE BLOQUES COMPLETAMENTE AL AZAR CON SUB

MUESTRAS:

1) Factor Calcular = (Zxijk)*t.r.m

FC. = 225,200

2) Suma cuadrados totales = ¥x2ij-FC

SC. Tot =54, 9129

3) Suma cuadrados tratamientos = Xx?i/r.m —FC

SC. Trat =1,1449

4) Suma cuadrados repeticiones = Xx?i/t.m — FC

SC. Rept = 18,818

5) Suma cuadrados unidad experimental = Xtotal. Exp/m — FC

SC U. Exp = 20,6848

6) Suma cuadrados error experimental = SC U.Exp — SC. Rept - SC Trat

SCE.Exp=1

7) Suma cuadrados error muestral = SC Tot- SC Rept - SC Trat - E.Muest

SC E. Muest = 34
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Cuadro 12. Andalisis de varianza con los resultantes de analisis de DBA con sub muestras.

ADEVA
F tab
FdeV gl SC CM F cal 5% 1%
Total 35 54913  -memememem s s e
SCTratamientos 1 1,1449 1,1449 7,93 6,61 16,26
Altamente significativo No significativo NS
*%*
SC Repeticiones 5 18,818 3,76364 26,07 10,97

E. Experimental 5 1 0,14434

E. Muestral 24 34 1,4261722

5,05

Altamente significativo
**

Altamente significativo
**

Coeficiente de Variacion = VCME.Exp / x total * 100

CV =+0,14434 / 2,50111 * 100 = 15 %.
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Figura 15. Grafica de Nivel de significancia

Nivel de significacion al 5% y 1%

0/
F. Tab 5%: Ay

6,61

Fcal: F. Tab al 1%:
7,93 16,26

Como se puede observar en la figura 15. Mediante el analisis del DBA con submuestras, se
obtuvo un F. calcular del 7,93 frente a F. tabular al 5% y 1% que es de 6,61 y 16,26
respectivamente, lo que indica que es Altamente Significativo** al 5% y No Significativo NS

al 1%. Con esto concluimos que los tratamientos T1 y T2 se comportan de manera diferente.

Figura 16. Grafica de Coeficiente de Variacion

El CV fue del 15,19%, lo que me da una confiabilidad de los datos recopilados.
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Luego de haber desarrollado el analisis de varianza, se aplicd la prueba de significacion

Duncan para de esta manera observar mediante las medias de los tratamientos quien fue el que

mejor resultados obtuvo.

5.7.1. Prueba de significacion Duncan.

- gl error experimental=5

- Repeticiones= 6

- Tratamientos= 2

- Cuadrado medio del error experimental (CME. Exp.)= 0,14434

- Submuestras= 18

Medias de los Tratamientos:

T. A 41,81
T. B: 48,23
Desarrollo

Medias Tratamientos / Submuestras

T.A:

2,322

T. B:

2,679

Férmula para aplicar la prueba Duncan:

s/x = VCME. Exp. / Repeticiones

Valor de s/x =0,1551021169



Valores para medias B A
RMD 3,64 3,74
RMS 0,56 0,58
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Los valores RMD fueron obtenidos a 5 grados de libertad de la tabla de valores de rango

minimo Duncan, mismos que fueron considerados al 5%. Los valores RMS son el resultado de

los valores de RMD multiplicados por el valor obtenido de s/x.

Tratamientos N° T.A T.B
Medias Tratamientos 41,81 48,23
Conclusion

Media (T.B) - RMS=

47,649

Altamente significativo ** Trat: A

Media (T.A) - RMS=

41,245

No significativo NS Trat: A; B

Como se puede observar el valor de la media del T.B es igual a 47,649, mismo que es

superior a 41,81 que es la media del T.A dandonos altamente significativo **.

Por otro lado la media del T.A fue igual a 41,245, mismo que es menor a la media del T.B

48,23, ddndonos No significativo NS.
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Figura 17. Representacion de las medias de los tratamientos en estudio

48,23
50 41,81
45
40
35
A
B

Medias Tratamientos

Como se puede apreciar en la figura 17. El T.B, con una media de 48,23 demostré mejor
capacidad de maduracion frente a la media de 41,81 del T.A, en cuanto a la maduracién de

ovocitos se refiere.

Esto concuerda con Herrera & Jara (2009) quienes exponen que el medio de maduracion con

FBS demuestra mejores porcentajes de maduracion que un medio rico en SVC.

Por otra parte no concuerda con la investigacion de Younis et al., (1992), que menciona que
el SVC demuestra mejor capacidad para la maduracion ovocitaria que el FBS, el autor sustenta
que estos resultados pueden deberse al método de obtencion y preparacion del suero. Asi
también lo afirma Schellander et al., (1990) y menciona que en ocasiones se trabaja con el suero
de vacas sometidas a tratamientos de superovulacion, lo cual, modifica las concentraciones
hormonales del suero. Por otro lado indica que tampoco se sefiala la aptitud ni la dieta de los
animales utilizados para obtener el suero, lo cual puede también, influir en las concentraciones

hormonales de LH, progesterona y sobre todo estradiol.
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Wurth & Kruip (1992) sostienen que las diferencias entre los dos tipos de suero se encuentran
en las concentraciones hormonales que poseen, ya que, al ser el SVE recogido en las horas
inmediatamente posteriores al inicio de los sintomas psicosomaticos del estro, tienen diferencias
en las concentraciones de LH, progesterona, estradiol y de prolactina; es por esto que la adicién
de estas hormonas en algunos estudios han justificado, un aumento de la maduracion tanto de la

una y disminucion de la otra.

Asi también lo indica Lorenzo (1992) debido a que en su estudio los datos obtenidos con el
SVE fue del 45,6% y del FBS fue del 41,7% es decir tuvo mayor eficacia en la maduracion el

T1.

Figura 18. Porcentaje de las medias de cada tratamiento.

% Medias_ Tratamientos

Se puede observar que con el Trat. A se obtuvo el 46% frente a un 54% del Trat. B; es decir

un 8% mas en la eficacia de maduracién de ovocitos.
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Cuadro 13. Costos de la investigacion
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CONCEPTO UNIDAD CANTIDAD C/U COSTO COSTO
DE FINANCIADO EFECTIVO
MEDIDA

Laptop Unidad 1 700,00 700,00 0,00
Cémara digital Unidad 1 250,00 250,00 0,00
Lapiz Unidad 1 0,30 0,00 0,30
Esfero Unidad 1 0,35 0,00 0,35
Papel bond Resma 1 5,00 0,00 5,00
Marcador Unidad 1 0,60 0,00 0,60
Carpeta Unidad 1 0,20 0,00 0,20
Impresora Unidad 1 150,00 150,00 0,00
Mandil Unidad 1 35,00 35,00 0,00
Guantes Caja 1 6,00 0,00 6,00
Mascarillas Caja 1 6,00 0,00 6,00
Microscopio Unidad 1 1800,00 1800,00 0,00
Cooler Unidad 1 35,00 0,00 35,00
Ovarios Unidad 25 20,00 0,00 20,00
Jeringas 5ml Caja 1 8,00 0,00 8,00
Jeringas 10 Caja 1 9,00 0,00 9,00
Agujas Caja (18°G) 1 12,00 0,00 12,00
hipodérmicas

Bomba de vacio Unidad 1 100,00 100,00 0,00
Pipetas Caja 1 35,00 0,00 35,00
Cajas petri Docena 1 40,00 0,00 40,00
Vaso de Unidad 1 5,00 5,00 0,00

precipitacion
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Pinza anatomica Unidad 1 12,00 12,00 0,00
Solucion Salina Litro 1 20,00 0,00 20,00
Suero Fetal Litro 1 45,00 0,00 45,00
Bovino (FBS)
Liquido Litro 1 45,00 0,00 45,00
Folicular (TCM
199)
Suero de vaca Litro 1 45,00 0,00 45,00
en celo (SVC)
Suero de Litro 1 65,00 0,00 65,00
albumina
bovina
Stock Litro 1 200,00 0.00 200.00
gonadotrofinas
TL-HEPES Litro 1 140,00 0,00 140,00
Stock Piruvato Litro 1 122,00 0,00 122,00
de sodio
Sulfato de Litro 1 130,00 0,00 130,00
Gentamicina
Buffer fosfato Litro 1 45,00 45,00 0,00
salino
Estufa Unidad 1 1500,00 1500,00 0,00
Filtros Caja 2 200,00 0,00 200,00
Campana de Unidad 1 5000.00 5000,00 0,00
flujo Laminar
Subtotal 9597,00 989,00
Imprevisto 10% 0,00 98,95
Costo Fin/Costo Efec 9597,00 1088,40

Costo Total

$10,685,40
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES

Se realizo el andlisis del disefio de blogues con submuestras en la evaluacion de 2 medios
(T1. Suero de Vaca en Celo “SVC” y T2. Suero Fetal Bovino “FBS”), con 6 repeticiones en la
maduracion in vitro de ovocitos bovinos, se obtuvo un F calcular del 7,93 frente a un F tabular
al 5% y 1% del 6,61y 16,26 respectivamente lo que me indica que es Altamente significativo
** para el 5% y No significativo NS para el 1%, es decir existe diferencia estadistica
significativa en el origen de las variaciones que en este caso se denominan como tratamientos,
por lo que se concluye que los dos tratamientos tienen diferencia estadistica significativa con
respecto el uno del otro, por lo que se aprueba la Hipétesis alternativa que indica que cada medio
se comporta de diferente forma en la maduracion in vitro de ovocitos bovinos y se rechaza la
hipétesis nula que dice que los medios de maduracion no influyen en su comportamiento para
la maduracion in vitro de los ovocitos.

En cuanto al origen de las variaciones de los bloques tenemos un F cal del 26,07 frente a un
F tab al 5% y 1% de 5,05 y 10,97 respectivamente, por lo tanto existe diferencia estadistica
altamente significativa entre bloques y repeticiones.

El Coeficiente de variacion es de 15,19 % que para este tipo de investigaciones me da la
confiabilidad de los datos al encontrarse dentro del margen permisible.

Gracias al andlisis de la prueba de significancia Duncan podemos concluir que el T2 —FBS-
con una media de 48,23 es el medio mas propicio para la maduracion in vitro de ovocitos

bovinos, debido a que presenté mejores resultados frente al T1 —SVC- con una media de 41,81.
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6.2. RECOMENDACIONES

De acuerdo a lo valorado en la presente investigacion se recomienda:

- Continuar con este tipo de investigaciones utilizando otros medios de maduracién con la
finalidad de mejorar la eficiencia de maduracion ovocitaria de las hembras bovinas destinadas
a PIV (Produccion in vitro de embriones) y generar parametros para que esta actividad pueda
potenciarse y llegar a ser un pais exportador de embriones.

- Se deberia evaluar diferentes concentraciones de SVC (Suero de Vaca en Celo) y FBS
(Suero Fetal Bovino) y determinar si existe alguna que sea mas optima para la MIV (Maduracion
in vitro) de ovocitos bovinos, con el fin de mejorar las tasas de ovocitos madurados después del
tratamiento.

- Evaluar la técnica de MIV con animales de razas lecheras frente a razas de carne y de doble
propdsito con el objetivo de marcar diferencias y fijar la predominancia del factor genético sobre
la MIV de ovocitos bovinos.

- Considerar técnicas como la OPU (Ovum Pick Up) y la TAO (Transillumination-aspiration
ovary), que permiten recuperar ovocitos de donantes vivas para evaluar diferencias entre estos
y ovocitos obtenidos de hembras post-mortem.

- Finalmente, los futuros proyectos de investigacion deben orientarse en implementar
métodos que permitan obtener la mayor cantidad de ovocitos viables, tras haber sido sometidos

a procesos de criopreservacion o vitrificacion.
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