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RESUMEN

El vacuno criollo en el Perd cuenta con una poblacion muy heterogénea en
morfotipos, con adaptaciones a diversos ecosistemas (resistencia a
enfermedades, altitud, rusticidad, sobriedad) y con alto valor potencial
como fuente de genes Uutiles, esto conlleva a una situacion preocupante por
ser un recurso amenazado por ausencia de planes de conservacion y
cruzamientos indiscriminados con otras razas; por lo tanto, urge la
necesidad de implementar biotecnologias reproductivas orientadas a la
criopreservacion. El estudio tuvo como objetivo comparar la viabilidad post
descongelacién de ovocitos de vacunos criollos obtenidos de tres
diferentes didmetros foliculares procedentes del Matadero “Quicapata”. Los
vacunos criollos fueron seleccionados por morfologia antes mortem. Los
ovarios fueron transportados en solucion salina fisiolégica (0.9%)
temperada, los pardmetros foliculares considerados fueron D1
(21mm<3mm), D2 (23mm<5mm) y D3 (25mm< 7 mm) que fueron aspirados
y colocados en medio de manipulacion suplementado con 2% de suero fetal
bovino. Los ovocitos recuperados fueron seleccionados por el nimero de
capas de los cumulos y homogeneidad del citoplasma. Sélo los ovocitos de
calidad excelente y buena fueron expuestos a un crioprotector comercial
(EG), cargados en pajuelas de 0.25 ml y mediante congelacion lenta
automatizado crioconservados en nitrégeno liquido. La evaluacion post
descongelacion se realiz6 con tincion azul de tripdn (0.05%). A la
evaluacion los diametros D1 y D2 son de mayor viabilidad que D3,
obteniendo una diferencia estadistica significativa (p < 0.05) al menos en
dos parametros, estos resultados ayudaran a estandarizar protocolos de

congelacion paralos ovocitos.

Palabras clave: vacuno criollo, diametro folicular, ovocitos, congelacion.
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INTRODUCCION

En la actualidad hay la necesidad de conservar especies vulnerables o en
peligro de extincion, es el caso del bovino criollo que es considerado un
recurso marginal, siendo sustituido por especies y razas exoticas
mejoradas, que estaria provocando procesos de erosion genética
desaprovechando su condicion de raza primaria. Por otra parte la
crioconservacion de células vivas es una herramienta que permite el
almacenamiento indefinido del material biolégico proveniente de diversas
especies animales sin pérdida funcional de su actividad y sin alteraciones
genéticas, esto posibilitaria el aprovechamiento del gran potencial de
genes Uutiles del bovino criollo adquirido a través del tiempo por su
adaptacién a diversos ambientes. Actualmente ya es posible crioconservar
ovocitos, semen y embriones de algunas especies de mamiferos mediante
protocolos de congelacion lenta o vitrificacién, pero en la mayoria de los
casos estos son aun subodptimos teniendo bajos rendimientos en nimero
de embriones obtenidos de ovocitos descongelados, posteriormente
madurados y fertilizados por fecundacion in vitro pues no superan el 5 %,
por esta razdén se quiere ahondar en el estudio de  protocolos
estandarizados de obtencién y crioconservacién de ovocitos, mediante el
estudio de la viabilidad post descongelacién de ovocitos segun el diametro
de origen.

De este modo se obtendra un protocolo ideal de crioconservacion para

contribuir en futuras investigaciones, en el campo de la produccién pecuaria
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y cientifico - experimental, por lo tanto los objetivos del presente trabajo
fueron:

e Determinar la viabilidad post descongelacion de ovocitos en bovinos
criollos obtenidos de diametro folicular 21<3 mm.

e Determinar la viabilidad post descongelacion de ovocitos en bovinos
criollos obtenidos de diametro folicular 23<5 mm.

e Determinar la viabilidad post descongelacion de ovocitos en bovinos

criollos obtenidos de diametro folicular 25<7 mm.

13



| REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1ANTECEDENTES

En cuanto a congelacion lenta de ovocitos, la primera gestacion humana
conseguida con ovocitos congelados fue publicada por Chen y sus
colaboradores (1986), el analisis de la literatura acerca de los resultados
obtenidos con la congelacién lenta, se hace un poco dificil, debido
principalmente a que existe una heterogeneidad considerable en cuanto al
protocolo de congelaciéon aplicado, los CPA utilizados, su concentracion,
escaso numero de ovocitos utilizados en los estudios, naturaleza de los
mismos (envejecidos, madurados in vitro, fallos de fecundacion), etc. En
los dltimos afios, los protocolos de congelaciéon lenta han evolucionado
Considerablemente y se han introducido varias modificaciones

relacionadas principalmente con la mezcla de CPA.



El primer informe acerca de un nacido humano tras la congelacion de
ovocitos utilizando el 1, 2-Propanodiol (1, 5 M PROH) y sacarosa (0,2M)
como CPA fue publicado por Porcu y colaboradores (1997). Posteriormente
se publicaron varios casos clinicos, que resultaron en gestaciones y
nacimientos utilizando esta misma técnica.

La utilizacion de estos protocolos fue relativamente ineficiente debido a
la baja tasa de supervivencia y al limitado potencial de los ovocitos que
sobrevivieron. Estos protocolos fueron modificados, intentando mejorar su
eficacia, una de estas modificaciones, fue elevar la concentracion de
sacarosa, con el fin de aumentar la ratio de deshidratacién y con ello,
disminuir las posibilidades de cristalizacion durante el proceso.

En la Ultima década fueron publicadas trabajos como por Fabbri et al.
(2000) donde hubo una modificacién significativa a los protocolos de
congelacion lenta utilizando PROH y sacarosa, ha sido la sustitucion los
iones de sodio en el medio base, por otro cation: la colina. Esta
aproximacion fue testada inicialmente en raton, consiguiéndose muy
buenos resultados de supervivencia (90%) y gestacion (40%) (Stachecki et
al., 2002); Martinez et al. (2011) un 50% de viabilidad. Segun un meta-
analisis realizado por Oktay y colaboradores (2006) concluyé que el éxito
real de la congelacion lenta a través de los diferentes protocolos es de sélo
el 2,2% por embrién generado; el 2,3% de tasa de gestacion por ovocito
descongelado; o del 20,1% de tasa de gestacion clinica por transferencia.
Las primeras investigaciones en congelacion lenta de ovocitos bovinos

fueron reportados por Lim et al. (1991), Fuku et al. (1992) y Otoi et al.
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(1995); y mas adelante Mavrides y Morroll (2002) encontraron que, en
ovocitos congelados por el método lento, que fueron posteriormente
descongelados y cultivados por 2 horas, la tasa de supervivencia fue de
54%; en Mexico Zarate (2006) obtuvo un 27 % de viabilidad,
respectivamente a la evaluacién morfologica.

Asimismo el uso del azul tripan que es un colorante azoico que se utiliza
para ensayos de viabilidad que permiten diferenciar células vivas de células
muertas, el estudio de la viabilidad y la proliferacion celular es un factor
importante para evaluar las respuestas de una o varias poblaciones
celulares a diferentes factores la penetracion del azul tripdn en el
citoplasma de las células con membrana plasméatica alterada se usa
comunmente en microscopia para diferenciar las células vivas de las
muertas, también llamado método de tincion por exclusion porque el
colorante no ingresa en las células vivas sino en las muertas (Filipiak y
Larocca, 2012).

El AT es una tincion supravital que se utiliza para determinar la
viabilidad de células (Manual Merck, 2004). Existen antecedentes de su uso
en diferentes especies, pero la informacion en bovinos es escasa (Coelho
et al., 1998). Existen datos del uso de AT en células germinales fetales
(Kato y Tsunoda, 1996); en foliculos preantrales (Jewgenow y Stolte, 1996);
ovocitos de hamsters (Lewin et al., 1990); ovocitos de bufalo (Gupta et al.,
2002); CCOs de gatas (Calvo et al., 2015); ovocitos de cerdos (Fernandez

et al., 2012).
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Investigaciones sugieren que los COC fertilizados in vitro,
aproximadamente un 54% son fecundados. Este estudio determina la
proporcion de COC inmaduros muertos, los cuales no se van a fertilizar,
por lo cual seria de utilidad como medida rutinaria para hacer mas eficiente
la FIV. El trabajo fue diferenciar ovocitos vivos y muertos mediante la
aplicacion del AT, seleccionando los vivos, que pueden ser fecundados y
evolucionar a embriones (Larocca et al., 2004).

Gupta y colaboradores (2002), utilizando el AT en ovocitos de bufalo,
concluyeron que la exposicion durante 2 minutos resulta la mas adecuada.
No se obtienen diferencias significativas en clivaje y embriones
desarrollados lo cual indica que el AT no tiene efectos adversos en la
maduracién y desarrollo a mérulas compactas.

1.2BOVINO CRIOLLO EN EL PERU

El bovino criollo en el Pera se origind a partir de los cruces de razas
bovinas de las regiones de Extremadura, Andalucia, Murcia y Catalufia que
fueron introducidas por Cristobal Colon en América en su segundo viaje,
en 1493 (Primo, 1992); en la actualidad los bovinos criollos en nuestro pais
son un conjunto de poblaciones muy heterogéneas, con numerosos
morfotipos y adaptaciones locales escasamente estudiadas.

Del total de ganado vacuno existente en el Perq, el 63% representa
ganado Criollo (Censo Agropecuario 2012-INEl). En realidad, ese
porcentaje engloba al ganado Criollo con diferentes grados de cruzamiento

con otras razas introducidas al pais. Se estima que el ganado bovino Criollo
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mantenido como puro representaria una cifra mucho menor, que oscilaria
alrededor del 20% (Delgado y Garcia, 2016).

Estos animales, también denominados “chuscos”, cumplen un rol
importante en la vida de las comunidades campesinas: son fuente de
proteinas - carne, leche, queso, fuerza de trabajo y de ahorro pues
cotidianamente venden el queso que se produce con la leche o en casos
de emergencia o necesidad de liquidez, venden a los animales mismos,
fertilizantes, cuero, entre otros. Los diversos ecosistemas a los cuales se
han adaptado, los hacen de gran valor potencial como fuente de genes
tiles (genes de resistencia a enfermedades, de rendimiento productivo y
reproductivo, etc); y servicios ambientales (contribuyen al manejo
apropiado de habitats seminaturales) (Rege y Gibson, 2003).

En los sistemas tradicionales de produccion y mejoramiento genético
existe un prejuicio por los animales criollos, considerandolos como un
recurso marginal que debe ser sustituido por especies y razas exoticas
mejoradas. La politica nacional de desarrollo ganadero, propone el
incremento de la productividad a partir de la importacion de reproductores
con una alta tasa productiva pero con poca o ninguna adaptacion a las
condiciones extremas de los Andes del Per(; también se comercializa
semen importado de EEUU de toros de las razas Holstein, Brown Swiss,
Aberdeen Angus, Jersey, entre otros (Comision Nacional de Recursos
Zoogenéticos, 2004).

Ello estaria provocando procesos de erosion genética con la probable

pérdida de genes de resistencia y/o adaptacion y reemplazados por otros
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seleccionados para sistemas de produccion con una elevada relacion
consumo/producciéon. Ademas se deja de aprovechar la condicion de raza
primaria del bovino criollo peruano; en ausencia de programas de seleccion
y mejora, se pierde el potencial que significa las adaptaciones locales y su
facilidad para aprovechar mejor los recursos de su dificil ambiente.

Esta problematica es agraviada por los pocos trabajos de investigacion en
caracterizacion y estudios de diversidad que se han realizado en los
bovinos criollos en el pais.

Desde el afio 2003 se vienen desarrollando actividades relacionadas
con la conservacion, caracterizacion e identificacion de caracteres utilitarios
de los recursos zoogenéticos (Rivas et al., 2004 ), con énfasis en especies
domésticas como los bovinos criollos, habiéndose identificado poblaciones
en las regiones de Ancash, Ayacucho, Apurimac, Junin y Puno (sierra
norte, centro y sur del Per() a fin de establecer la existencia de uno o mas
morfotipos definidos que podrian constituir la base de nuevas razas bovinas
en el Perd. Antes de la domesticacion actuaba solo la seleccion natural;
posteriormente a la accion consciente y directa del hombre a través de una
reproduccion dirigida en base a una seleccién fenotipica sobre
determinados caracteres morfolégicos y productivos, se fueron
singularizando diversosgrupos de cada especie en cada region,
conduciendo a la aparicién y consolidacion de razas concretas (Sierra,

2001).
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Desde hace 500 afios estos animales vienen experimentando un
proceso de adaptacion a las condiciones medioambientales principalmente
de la sierra del Perd. Su producciéon se localiza en valles interandinos y
puna alto andina, donde razas mejoradas no pueden desarrollarse. No
obstante, poco se ha hecho para caracterizar genética y productivamente
a las poblaciones de bovinos criollos del Perd. No contamos con razas
caracterizadas de bovinos criollos, a diferencia de nuestros vecinos de los
otros paises sudamericanos como Colombia, Bolivia y Brasil, entre otros.

Asimismo, persiste la idea equivocada de que el mejoramiento del bovino
criollo debe ser realizado a través del cruzamiento con razas exoticas y no
a través de la seleccion y mejora de los criollos (Rosemberg, 2002).

1.3 GAMETOGENESIS.

La gametogénesis es un proceso mediante el cual se forman los
gametos masculinos y femeninos, la ovogénesis es el proceso de formacion
de los ovocitos, este proceso es discontinuo y se inicia en la vida
intrauterina, después de los primeros dias post fecundacion. Las células
germinales primordiales (CGP) se encuentran en el epiblasto (capa externa
principal del blastocisto o blastula) de donde posteriormente migran al
endodermo del saco vitelino y se multiplican por mitosis. Finalmente las
CGP del endodermo del saco vitelino pasan a la futura gobnada
indiferenciada, donde se van a diferenciar en ovogonias en los ovarios y
espermatogonias en el testiculo (Werven y Amon, 2001).

Al final del tercer mes de gestacion, las ovogonias ya se encuentran

rodeadas de una capa de células epiteliales planas precedentes de la
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superficie del ovario varios millones de ovogonias inician la primera division
meidtica y aproximadamente en el 7 0 8 mes, cada célula se encuentra en
la etapa de diploteno.

En esta etapa los ovocitos primarios entran en una fase de detencion
de la primera division meidtica hasta alcanzar la pubertad, donde por la
accion de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) se
reanuda la meiosis, hasta su maduracion (Gilbert, 2005).

1.3 FOLICULOGENESIS

Los foliculos primarios contienen al ovocito con una capa de epitelio
cuboidal de células foliculares. Recientemente se ha puesto atencion en
moléculas especificas secretadas por el ovocito, que son importantes para
la comunicacién entre el ovocito y las células foliculares. Existen factores
de crecimiento especificos para el desarrollo del ovocito y que son
fundamentales: el factor de crecimiento de diferenciacion (GDF9) y la
proteina morfogenética 6sea (BMP15). EI GDF9 y la BMP15 son
necesarios para la foliculogénesis temprana y son los principales
reguladores de la diferenciacion de las células de la granulosa y células del
cumulo (CC) (Gilchrist et al., 2008).

El foliculo secundario tiene una estructura de dos o mas capas de
células foliculares que rodean al ovocito, el cual empieza a secretar la zona
pellcida (ZP). El foliculo secundario llegara a ser un foliculo antral con tres
capas de células: la teca externa, teca interna y células de la granulosa que
forman una cavidad con liquido folicular, a este tipo de foliculo también se

le conoce como foliculo terciario. Para que se forme este antro las células
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de la granulosa se diferencian en dos lineas anatdbmicamente y
funcionalmente distintas. Las células de la granulosa mural que se ubican
en las paredes del foliculo, tienen principalmente funciones
esteroidogénicas, y las CC que estan asociadas intimamente con los
ovocitos poseen proyecciones citoplasmaticas especializadas, que
penetran la ZP y forman uniones de comunicacion con el ovocito formando
una elaborada estructura llamada complejo-ovocito-células del cumulo
(COC) (Gilchrist et al., 2008 ).

El proceso de la maduracion del ovocito se inicia por influencia de la
hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), que
estimulan la proliferacién y diferenciacién celular del foliculo, adquiriendo la
capacidad esteroidogénica en este momento los foliculos dependen
absolutamente del aporte gonadotréfico (Uribe et al., 2009). Es comun que
un grupo de foliculos empiecen a desarrollarse conjuntamente
(reclutamiento folicular) y que al final uno de ellos, el foliculo dominante sea
el destinado a ovular este foliculo también es conocido como preovulatorio
o foliculo de Graaf (Sebger, 2003).

Las hembras adultas de los mamiferos poseen ovarios con una reserva
de foliculos mayoritariamente inactivos que se desarrollaron durante la vida
fetal o poco tiempo después del nacimiento. Algunos de estos foliculos
iniciardn su crecimiento continuamente hasta que esta reserva se agote
(Hatzirodos et al., 2004). El crecimiento del foliculo primordial culmina con
la ovulacion o su degeneracion, como ocurre con la mayoria. Dependiendo

de la especie, los foliculos de mayor tamafio son los encargados de la
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mayor produccion de hormonas como los estrogenos, tres son sintetizados
por los ovarios, hasta el momento en el cual el pico preovulatorio de LH
aumenta, con lo cual los estrégenos disminuyen (Hafez et al., 2002).

Las CG mantienen una estrecha comunicacion bidireccional con el
ovocito, esta comunicacion es crucial para la maduracion y la calidad del
ovocito (Devjak et al., 2012) juegan un papel importante en el desarrollo del
ovocito y el aporte de nutrientes, también participan en el mantenimiento
del arresto meiotico, la supresiéon de la actividad transcripcional y la
induccion de la maduracion meidtica y citoplasmatica del ovocito. El ovocito
por su parte regula el desarrollo y actividad de las CG durante todo el curso
de la foliculogénesis (Su et al., 2009).

Los diversos fendbmenos que estan implicados en el crecimiento,
maduracion y luteinizacion del foliculo de Graff (foliculo ovarico maduro)
son dependientes de diversos patrones especificos de secrecion de
hormonas como la FSH y LH, ademas de otras hormonas como las
prostaglandinas. El papel de la hormona FSH es muy amplio, ya que
participa en la formaciéon del antro, estimula la mitosis de las CC y la
formacién del liquido folicular, y ademas induce la sensibilidad de las CC
hacia la LH al incrementar el nUmero de receptores para esta hormona
(Hafez et al., 2002).

1.4.1 DESARROLLO FOLICULAR PREANTRAL

El antro folicular es aquella cavidad formada por el acumulo de fluido
rico en hormonas esteroideas, especialmente estrégenos, el cual es

formado en el ovario bovino cuando el foliculo tiene entre 250 y 500 micras
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de diametro. Los estadios previos a la formacion del antro son
denominados preantrales. Los foliculos preantrales se originan en la
hembra desde la vida embrionaria con el surgimiento de las células
germinales primordiales en el saco vitelino, que migran y una vez se alojan
en la cresta gonadal originan a las oogonias, las cuales son rodeadas de
un grupo de células aplanadas llamadas pregranulosas denominandose
esta estructura foliculo primordial (Palma, 2008 ).

El proceso de seleccion de oogonias a foliculos primordiales es muy
activo, y se ha calculado que en el bovino de 2.700.000 oogonias iniciales
durante la vida fetal, al momento del nacimiento quedan unos 135.000
foliculos primordiales. Posterior al nacimiento, las células pregranulosas
sufren un proceso de diferenciacion, cambiando su apariencia aplanada por
una capa de células cubicas y aqui se denominan foliculos primarios.
Conforme las células granulosas van proliferando y formando varias capas
alrededor del oocito (entre 2 y 6 capas), originan los foliculos secundarios.
En la ultima fase de desarrollo, el foliculo inicia la formacién del antro y
crece en diametro a gran velocidad denominando este estado foliculo
terciario o antral. Finalmente, el foliculo antral de mayor desarrollo
destinado a la ovulacion es denominado foliculo de Graaf (Palma ,2008).

1.4.2 DESARROLLO DE FOLICULOS ANTRALES PEQUERNOS

El foliculo pequefio con reciente formacion de su antro crece
lentamente (tarda 27 dias en pasar de 0.13 a 0.67 mm); a medida que
aumenta su didmetro, se acelera la velocidad de crecimiento (6.8 dias para

pasar de 0.68 a 3.67 mm). Se estima que se requieren 2 ciclos estrales
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para que un foliculo pase de preantral a antral y que este cambio no se
relaciona con cambios en la concentracion de gonadotropinas ni con la
emergencia de ondas foliculares (Adams et al, 2008).

Estudios recientes reportan que la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) se
une a sus receptores en las células granulosas de los foliculos primarios,
pero parece que esta union es incapaz de activar el sistema de segundos
mensajeros de la adenil ciclasa y por lo tanto no induce sefializacion celular
para produccién de proteinas. Solamente cuando alcanzan de 1 a 3 mm de
diametro los foliculos responden a FSH. Recientes estudios sobre
dominancia folicular plantean que el futuro foliculo dominante es el primero
en alcanzar 1 mm de diametro, emerge 6 a 12 horas antes del primer
foliculo subordinado y su tamafio es mayor (Adams et al., 2008).

La formacién del antro folicular es debida a que las células granulosas
producen hialurona y versican (un proteoglicanos tipo condroitin - sulfato)
que generan un gradiente osmotico que atrae fluidos procedentes de los
capilares de la teca. El inhibidor de la inter-alfa tripsina también se
encuentra en este fluido; éste puede ligarse al versican o a la hialurona,
resultando en la retencion de éstas moléculas dentro del antro folicular. Las
acuaporinas (moléculas que facilitan el transporte de agua en la célula)
también estan presentes en las células granulosas, por lo que también
pueden estar implicadas en el transporte de agua al interior del foliculo

(Rodgers e Irving-Rodgers, 2010).
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Epitelio germinal

Teca externa

Teca interna

Células de la granulosa

Camulus cophorus

Fluido folicular

Figura 1. 1: Foliculo antral fuertemente adherido a las células de la granulosa

FUENTE: (Gordon, 1996)

1.4.3 FASES DE DESARROLLO FOLICULAR

El desarrollo de los foliculos antrales bovinos y su posterior seleccion y
dominancia dependen de la sensibilidad de éstos a las gonadotropinas. El
desarrollo folicular se puede delimitar en 3 periodos: reclutamiento,
seleccion y dominancia (Senger, 2005). Los mecanismos de expresion
génica son variables a lo largo del tiempo, por lo que en las células de la
granulosa, la teca y el oocito se incrementa la expresion especifica de
algunos genes y sus productos. Estas relaciones son las que se detallaran

a continuacion.
1.4.3.1 RECLUTAMIENTO

Es definido como la iniciaciébn del crecimiento de una cohorte de
foliculos dependientes de gonadotropinas principalmente FSH

(Ptaszynska, 2008). Se caracteriza por el crecimiento simultaneo de 8 a 41
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foliculos hasta 4 mm de diametro en los 2 ovarios. La FSH se une a sus
receptores en la granulosa induciendo la transcripcion para la produccion
de la aromatasa P450, la cual media la conversién a estrogenos de la
testosterona proveniente de las células de la teca. El inicio de actividad de
la aromatasa en la célula granulosa es un indicador de madurez del foliculo
en la fase de reclutamiento (Webb et al, 1998; Adams, 1999; Diancurt,
2001; Palma, 2008).

La FSH induce cascadas de sefializacion que pueden ser mediadas por
Protein Kinasa A (PKA), Protein Kinasa C (PKC), Kinasas Reguladoras
Extracelulares (ERK), Protein Kinasas Activadoras de Mitdégeno de la p38
(MAPK) y Kinasas del 3 Fosfatidil Inositol (PI3K). Junto con la Hormona
Luteinizante (LH), la FSH ligada a sus receptores activan cascadas de
sefalizacion que inducen la produccién de AMPc y PKA, que promueven
crecimiento y proliferacion celular. Se ha encontrado que la supervivencia
de las células granulosas es mediada parcialmente por cascadas de
sefalizacion lideradas por PKA, PKB, PKC y MAPK (Forde et al., 2008).
Para la competencia oocitaria solo se han descrito 2 activadores de
cascadas de sefalizacion: la PKA y la PKC (Sirard et al., 2007).

Otro efecto de la FSH sobre las células de la granulosa es el estimulo
a la expresion de ARNm que codifica la sintesis de la proteina conexina
Cx43, la cual hace parte de puentes celulares o uniones gap localizadas
entre la granulosa y el oocito, o entre la granulosa y la teca estos puentes
facilitan el intercambio de iones, impulsos eléctricos y moléculas menores

de 1 kilo Dalton entre estos grupos celulares (Palma, 2008).
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El reclutamiento folicular se encuentra influenciado positivamente por
el Factor de Crecimiento Insulinoide tipo | (IGF-I) y negativamente por la
folistatina. El efecto de la IGF-I ha sido demostrado mediante la
administracion exégena de Hormona de Crecimiento (GH) que indujo el
incremento de las concentraciones de IGF-I, lo que resulté en un aumento
en el nimero de foliculos reclutados en la cohorte. La aplicacion de
anticuerpos contra folistatina en vacas resultd en un incremento en el
namero de foliculos de la cohorte, lo que demuestra el efecto antagonico
de la folistatina en la produccion de FSH, y consecuentemente en el

reclutamiento folicular (Adams et al., 2008).
1.4.3.2 SELECCION

En una segunda fase, el niumero de foliculos en crecimiento disminuye
por atresia de foliculos subordinados. La atresia se puede definir como la
reabsorcion de liquidos del antro folicular con apoptosis de los
componentes celulares del foliculo (oocito, células de la granulosa y de la
teca). Esto coincide con la disminucién en las concentraciones de FSH, que
ocurre de 3-4 dias después del reclutamiento (Driancourt, 2001; Adams,
2008). Esta disminucion es atribuida a la accién combinada entre la inhibina
y el estradiol sobre la secrecién hipofisiaria de FSH que afecta el
crecimiento de los foliculos menores de 5mm de diametro, los cuales
también reducen su sensibilidad a gonadotropinas (Driancourt, 2001;
Ptaszynska, 2008).

La FSH induce en la granulosa la produccién de activina en algunos

foliculos, (estimulando un mecanismo de retroalimentacion positiva con la
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FSH) y adicionalmente la de folistatina, que incrementa sus niveles
conforme aumenta el tamanio folicular. La folistatina tiene la propiedad de
ligarse a la activina en el fluido folicular disminuyendo la activina libre,
dando como consecuencia un aumento de la relacion inhibina: activina
(Driancourt, 2001).

El foliculo dominante es el primero en un grupo de foliculos reclutados
en expresar receptores de LH en las células de la granulosa. Los receptores
para FSH se encuentran solamente en las células de la granulosa, mientras
los de LH se localizan tanto en granulosa como en teca. Durante
el nadir (nivel més bajo) de secrecion hipofisiaria de FSH, el foliculo
dominante adquiere mas receptores de LH en sus células de la granulosa
y el crecimiento folicular se hace dependiente de LH, por lo que los foliculos
subordinados que son incapaces de producir alta cantidad de receptores
de LH, se atresian. Esto se da en bovinos cuando los foliculos adquieren
un diametro de unos 6.8 a 8 mm (Driancourt, 2001; Adams, 2008). Aparte
de su mayor tamafio, el foliculo dominante también presenta diferencias
con los subordinados en cuanto al mayor grosor de su pared (Salamone et
al, 1999; Adams et al, 2008).

En el foliculo hay 3 fendmenos de sefalizacion celular necesarios para
que se presente el estatus de dominancia. El primero es la aparicion de
receptores de LH en las células de la granulosa. Segundo, hay una
disminucion selectiva en las cantidades del dimero de inhibina de 34 k
Daltons presente en el fluido folicular, lo que no ocurre en inhibinas

mayores de 160 k Daltons (Driancourt, 2001; Moore et al, 2006) Tercero,
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hay una reduccién de las proteinas ligadas a IGF tales como la IGFBP2,
IGFBP4 e IGFBPS5 en el foliculo dominante.

La disminucién de IGFBP2 ocurre por menor produccion, ya que la FSH
en la granulosa suprime la produccion de ARNm de IGFBP2; mientras que
IGFBP 4 y 5 disminuyen debido a un incremento en la protedlisis. La FSH
induce en las células granulosas la produccion de Proteina Plasmatica
Asociada a la Prefiez tipo A (PAPP-A), una proteasa que puede
desnaturalizar el IGFBP4. El efecto resultante es el incremento en los
niveles de IGF-I libre en granulosa e IGF- Il en teca (Driancourt, 2001;
Moore et al, 2006; Lucy, 2007).

En la vaca, el gen de expresion de IGF-II esta restringido a la teca de
foliculos antrales, y entre sus funciones ha demostrado estimular
estereidogénesis de las células mediante la activacion de receptores de
IGF tipo | (28; 37; 38). Entre tanto IGF-1 en granulosa tiene un efecto
sinérgico con la FSH para incrementar la actividad de la aromatasa en la
célula, promoviendo la sintesis de esteroides. Se ha demostrado que el
foliculo dominante de una cohorte es el de mayor concentracion de IGF-I
en su liguido antral (Webb et al, 1998; Moore et al, 2006).

Otros factores de inhibicion del desarrollo folicular incluyen al Factor
Transformador de Crecimiento Alfa (TGFa), la superdxido dismutasa (SOD)
y la proteina 90 de shock térmico, las cuales pueden disminuir la actividad
de la aromatasa y consecuentemente la produccion de estradiol por las
células granulosas, aunque se desconoce si estas sustancias

son preferencialmente producidas por el foliculo dominante para inhibir los
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demas foliculos. Algunos miembros de la superfamilia del TGF(, tales como
las Proteinas Morfogenéticas del Hueso tipo 4, 6 y 7 (BMP), junto con las
IGF, inducen produccion de estradiol, inhibina- A, activina-A, folistatina, y
proliferacion de las células de la granulosa (Webb et al, 2004 ; Webb et al,
2007 ; Palma, 2008). La inhibina producida por las células de la granulosa
puede tener efectos paracrinos sobre las células de la teca estimulando la
produccion de androgenos, particularmente la testosterona, lo que puede
relacionarse con incrementos en el reclutamiento folicular (Palma, 2008).
Existen algunos factores que contribuyen en esta etapa a la
maduracion folicular en foliculos de 6 mm de diametro se ha identificado
que la relacion inhibina- activina y la relacion entre Factor de Crecimiento
Epidermal (EGF) Factor Transformador de Crecimiento Alfa (TGFa), tienen
propiedades estimuladoras de crecimiento y antiapoptoticas. Estas junto
con el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF) hacen parte de la
superfamilia del TGFB que interviene en el desarrollo folicular (Driancourt,
2001; Webb et al, 2004; Palma, 2008). El EGF y sus receptores se
encontraron en oocito y la granulosa, mas no en la teca. En el oocito no se
encuentra ARNm que codificara la sintesis de EGF, lo que da a entender
que el factor de crecimiento ingresa al oocito proveniente de la granulosa a
través de las proyecciones tranzonales de la zona pellcida (Palma, 2008).
Ciertos estudios de expresion génica en foliculos de 2 a 6 mm,
mostraron que las células granulosas de los foliculos dominantes
disminuyeron los niveles de expresion de ARNm para el receptor de FSH,

inhibina alfa, receptor de activina A tipo |, ciclina D2, Proteina de
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Diferenciacion de Célula Mieloide (MCL-1), DICE-1 y también disminucién
de expresion de genes proapoptéticos FADD y SIVA. El ARNm para
receptor beta de estrogenos en el foliculo dominante en algunos estudios
aparece como incrementado y en otros disminuido. Las células granulosas
incrementaron paulatinamente la expresion de aromatasa y receptor de LH
y en la teca se incremento la expresion de factores relacionados con
proliferacion celular (TIAF1l), supervivencia (LASS4), y apoptosis
(TNFSF8). Otro hallazgo es que la relacion estrogenos: progesterona se
encuentra disminuida en el liquido folicular en la fase de dominancia (Evans
et al, 2004; Mihn et al, 2006).

Se ha encontrado también que la concentracion de estrégenos en el
foliculo dominante es mas alta que en el mayor de los subordinados y que
la baja concentracion de estrogenos intrafoliculares se ha asociado a la
expresion deARNm de células granulosas para factores proapoptoticos
tales como fas, fas ligando, beta glicano, Ciclooxigenasa 1 (COX-1), Factor
de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa), DNAsa activadora de caspasas (CAD) y
DRAK-2. En la teca de foliculos subordinados entrando en atresia se
incrementaron los factores beta glicano, caspasa 13, p58, Factor 1
Activador de Proteasas Apoptoticas (Apaf-1), BTG-3 y Candidato Humano
Supresor de Tumores para Células B (TS-BCLL) (Evans et al, 2004 ). En
otro estudio se ha asociado la sobreexpresién de algunos genes con
apoptosis (MRPL41, VDAC?2), fagocitosis de células de foliculos en atresia
(STX7) y regresion de foliculos subordinados (SPC22 y EHD3) (Zielak et

al., 2007).
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Durante la involucion del foliculo, el fluido folicular es reabsorbido.
Parte de este liquido puede salir a través de la lamina basal del foliculo y
ser tomado por vasos linfaticos. Otra parte puede filtrarse por la menor
presion osmotica intrafolicular, debida a la degradacion enzimatica de
sustancias osmoticamente activas como los glicosaminoglicanos,
hialurona, condroitin / dermatan - sulfato y ADN en solucion (Clarke et al.,
2006).

1.4.3.3 DOMINANCIA

Esta fase se caracteriza por un rapido crecimiento folicular y
maduracién oocitaria en el foliculo dominante. Las sustancias producidas
por éste son responsables de la supresiéon gradual en la liberacion de FSH
y de la inhibicibn de la emergencia de la siguiente onda de desarrollo
folicular con induccion de atresia de los foliculos restantes y es
concomitante con el incremento en la secrecion pulsatil de LH hipofisiaria.
El diametro del foliculo dominante en bovinos puede llegar a los 15 mm en
momentos previos a la ovulacion (Driancourt, 2001).

Si el foliculo dominante es removido (por ejemplo por puncién ovarica
o ablacién folicular), un pico de FSH se presentard a las 12 horas,
resultando en la emergencia de una nueva onda de desarrollo folicular a
las 24 (Adams et al., 2008).

Al igual que en el reclutamiento, la IGF-I parece ser un factor de
crecimiento indispensable en la dominancia folicular. Animales con
deficiencias en su Hormona de Crecimiento (GH), limitan la produccion de

IGF-I y esto se ha asociado a la suspension de la dominancia folicular en
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foliculos de 8 mm de didmetro. Esto se debe al parecer a que la falta de
IGF-I puede afectar parcialmente la produccion de receptores de LH. En
esta etapa, la LH puede estimular en la teca la produccién de Factor de
Crecimiento de Endotelio Vascular (VEGF), un potente estimulador de la
angiogénesis. Bajo la accion de VEGF el foliculo dominante garantiza el
suministro de sangre que transporta las gonadotropinas necesarias para
finalizar su crecimiento. En esta funcion también intervienen las
angiopoyetinas y el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF), el cual
también se ha reportado como mitdgeno en las células de la teca. En
contraste, la produccion de estradiol no parece ser un prerrequisito para la
dominancia folicular (Webb et al, 1998; Lucy, 2007).

La unién de la LH a su receptor en las células de la teca estimula la
produccion de la enzima 17a Hidroxilasa (conocida también como CYP 17)
la cual convierte la pregnenolona y progesterona a dihidroepiandrosterona
y androstenediona, respectivamente; ambas son materias primas para la
sintesis del estradiol en las células de la granulosa (Palma, 2008).En la fase
de dominancia, la actividad aromatasa es regulada por la proteina 3 Beta
Hidroxiesteroide Deshidrogenasa (3BHSD) en células de la granulosa
(Driancurt, 2001; Webb et al, 2004). La expresién de ARNm de 3HSD sélo
se ha encontrado en foliculos mayores a 9 mm de diametro (Webb et al.,
1998).

Durante la dominancia también se ha encontrado que la FSH induce
incremento en la expresion génica de las células granulosas para ARN

mensajero que codifica la traduccion de receptores de LH, enzima de clivaje
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de la cadena lateral de la p450 y para la aromatasa p450, estimulando la
estereidogénesis (Lucy, 2007; Peter et al, 2009). La granulosa es sensible
a la union de receptores de LH en estado preovulatorio; esta union induce
la produccién de receptores de progesterona PR-A y PR- B, que tiene
funciones relacionadas con la luteinizacion. Ademas, el PR-A esta asociado
a mecanismos desencadenantes de la ovulacion (Palma, 2008).

En estados preovulatorios, la LH induce la fosforilacion y modificacion
de la conexina Cx43, lo que conduce a la interrupcion de los puentes
intercelulares, desaparicion de las uniones gap y separacion de las células
granulosas del oocito. Esto facilitard el desprendimiento del cumulus
oophorus en la ovulacion y su expansion en etapas posteriores a ésta. En
foliculos antrales no ovulatorios la disminucion de la Cx43 esta asociada
con atresia folicular.Adicionalmente, el Factor de Crecimiento Neuronal
(NGF), esté asociado también con la disminucion de las uniones gap y con
sintesis de receptores de FSH, incremento en la produccion de PGE2, y
proliferacion de las células de la teca (Palma, 2008). En el periodo previo a
la ovulacion, la teca adicionalmente incrementa los niveles de Proteina
Reguladora de la Estereidogénesis Aguda (StAR), cuya funcién es regular
el transporte del colesterol en la mitocondria, estimulando la produccién de
androgenos a partir de éste (Kallen et al., 1998).

El oocito produce Factor Diferenciador de Crecimiento 9 (GDF-9) y
Proteina Morfogenética del Hueso 15 (BMP15) como factores paracrinos

relacionados con la regulacion de las funciones del cumulus y la granulosa
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necesarias para la ovulacion y la fertilizacion en ratones y bovinos (Sirard
et al., 2007).

En condiciones normales, el foliculo de mayor diametro de la cohorte,
en ausencia de cuerpo lateo y ante un pico preovulatorio de produccion de
LH es el seleccionado para la ovulacion, la cual se da cuando el foliculo
tiene entre 17 y 20 mm de didmetro (Driancourt, 2001; Moore et al, 2006;
Ptaszynska, 2008).

En el caso de que exista un cuerpo luteo, los niveles circulantes de
progesterona hardn un bloqueo del centro de picos hipotalamico,
disminuyendo la produccién de LH y consecuentemente induciendo la
atresia del foliculo dominante. La disminucion de los niveles de hormonas
depresoras de la actividad FSH (estrégenos, inhibina, folistatina)
posibilitaran un nuevo pico de FSH que inducird la emergencia de una
nueva onda de crecimiento folicular.Desde el momento de la formacion del
antro folicular, se reactiva el proceso meidtico del oocito. La principal
sustancia involucrada en la detencion de la meiosis son los altos niveles de
Adenosina Monofosfato Ciclico (AMPc) en el oolema, cuando el AMPc
disminuye prosigue el proceso meidtico oocitario, detenido en profase |
desde la fase embrionaria del individuo. Si el AMPc disminuye por menor
produccion en el oocito, o por deterioro de los puentes celulares de la zona
peltcida provenientes de la granulosa, es un asunto pendiente de

esclarecer (Sirard et al, 2007; Palma, 2008).
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Figura 1. 2: Desarrollo paralelo del foliculo y ovocito

FUENTE: (Palma, 2008)

1.5 OVOGENESIS

En los mamiferos, las ovogonias son células diploides que se producen
a partir de las células germinales primordiales durante las primeras etapas
del desarrollo fetal, las ovogonias se multiplican por division mitética, para
formar el ovocito primario que entra a la primera division meiética (Pliego,
2005) y se detiene en la etapa de diploteno de la primera profase meidtica
(Tsafriri y Dekel, 2011). El ovocito primario esta rodeado por una capa de
células planas que forman un foliculo primario que permanece inactivo

hasta la pubertad.
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Figura 1. 3: Proceso de ovogénesis

FUENTE: (Vandyke y Gray, 1918)

1.5.1 CARACTERISTICAS DEL OVOCITO BOVINO

En el bovino, el ovocito es una célula grande y esférica.Un ovocito
maduro es aquel que se libera en la ovulacion; se caracteriza porque
muestra el primer cuerpo polar en el espacio perivitelino y es una célula
que se encuentra detenida en la metafase de su segunda division
meiotica, es decir en metafase Il (MIl). Es la célula aislada méas grande del
organismo. La relacion superficie/volumen es 3/4 del radio, es decir, a
mayor radio la relacién de la superficie de la membrana celular respecto a
su volumen es menor. Células con mayor volumen contienen mas aguay,
proporcionalmente, menos superficie para que ésta salga y para que
entren las sustancias crioprotectoras penetrantes (Magistrini y Szollosi,

1980).
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Otra caracteristica del ovocito en MIl es que los componentes
subcelulares son extremadamente sensibles a los cambios de
temperatura osmolaridad e iones (Mc williams et al., 1995).

En el ovocito en MiIl, los cromosomas y los microtubulos del huso
estan libres en el citoplasma, y las vesiculas con los granulos corticales
estan localizadas proximas a la membrana plasmatica u ovolema. El huso
meidtico se forma por polimerizacion de la proteina denominada tubulina
cuando alcanza una concentracion critica. La polimerizacion de la tubulina
da lugar a los microtubulos que constituyen el huso (Marina et al., 2002).
Los ovocitos maduros presentan una gran heterogeneidad en la
distribucion y organizacion de los organelos citoplasmaticos y en la
permeabilidad de la membrana al agua (Fabbri et al., 2000). Estan
rodeados por las células de la corona y mas externamente por las células
granulosas del cumulus (Hafez et al., 1996).

El ovocito inmaduro, con vesicula germinal visible, es decir, en profase
| (P1), tiene los cromosomas condensados y localizados dentro del nicleo
o vesicula germinal. Estan protegidos por la membrana nuclear a
diferencia de los cromosomas del ovocito en MIl. En el ovocito inmaduro
no se ha formado el huso meidtico. La congelacion de ovocitos en Pl

previene la alteracion del huso y la aneuploidia (Eroglu et al., 1988).
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1.5.1.1 ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LAS CELULAS DEL
CUMULOS

El cumulo esta formado por varios miles de células de la granulosa
formando una compleja matriz extracelular. EI mayor componente de esta
matriz es el acido hialurénico, un polimero ramificado (1,4 acido
glucurénico: 1,3 acetilglucosamida).Los componentes proteicos, incluyen
elementos comunes en muchas matrices extracelulares como colagena,
laminina, fibronectina, tenacina-C.E| &cido hialurdnico esta fusionado a las
proteinas de unién al acido hialurénico, CD44 y posiblemente a la
fibronectina asociada a las integrinas de superficie en las CC. La CD44 y
las integrinas pueden iniciar el proceso de traduccion de sefiales por union
y activacion de una amplia gama de regulaciones intracelulares o proteinas
de andamio. Alguna alteracion de la matriz puede regular la fisiologia de
las CC (Floman y Ducibella, 2006).

La comunicacion entre las CC y el ovocito es fundamental durante la
maduracion, por la generacibn de una sefial positiva de las CC en
respuesta a los factores producidos por el ovocito para estimular la ruptura
de la VG y completar la maduracion nuclear del ovocito. Ademas, la
presencia de las CC durante la maduracion ayuda al ovocito para que tenga
la habilidad de formar el pronicleo masculino después de la fertilizacion

(Shirazi et al., 2007).
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1.5.1.2 ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA ZONA PELUCIDA

La ZP es una matriz extracelular especializada que es sintetizada y
secretada por el ovocito en crecimiento de los mamiferos, esta compuesta
de 3 a 4 glicoproteinas: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 (Florman y ducibella, 2006;
Joo Yiy sutousky, 2011).

Todas las proteinas de la ZP tienen modificaciones postraduccionales
de glicosilacion de serina/treonina (en las uniones-0) y de asparagina (en
las uniones-N) de tal manera que las cuatro proteinas forman una red que
rodea al ovocito con varios micrometros de grosor (Florman y Ducibella,
2006). En el modelo del ratén estan ensambladas de tal manera, que las
fibras heterodiméricas (ZP2—-ZP3) estan unidas con la ZP1 y la ZP3 que
tienen la funcion de ser el receptor primario para la union del
espermatozoide (Senger, 2003; Joo yi y Sutousky, 2011).

Las funciones principales de la ZP son: regular la unién de los
espermatozoides con el ovocito, inducir la reaccién acrosomal en el
espermatozoide, impedir el paso de espermatozoides adicionales en un
ovocito fertilizado y asegura la integridad del embrién a medida que
atraviesa el oviducto y parte del Utero (Wassarman, 2008).

1.5.2 MADURACION DE OVOCITOS

La maduracion de un ovocito abarca dos aspectos: la maduracién
nuclear y la maduracion citoplasmatica. Se considera que el ovocito
alcanza la madurez nuclear cuando se encuentra en la metafase de la
segunda divisiobn meidtica (MIl). Durante la vida fetal o poco antes del

nacimiento los ovocitos se detienen en la primera division meiotica que se
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caracteriza por un gran nucleo conocido por vesicula germinal (VG).Los
ovocitos permanecen en el estado de VG hasta la pubertad. Durante cada
ciclo reproductivo un nimero de ovocitos reinician la meiosis, que se
manifiesta por la ruptura de la VG. Estos ovocitos completan la primera
division meibtica con la extrusion del primer cuerpo polar, y sin pasar por
un proceso de interfase, se detiene en la MIl. Cuando el ovocito maduro es
fertilizado completa la segunda meiosis y por expulsion del segundo cuerpo
polar se convierte en una célula haploide (Tsafriri y Dekel, 2011).

Durante la maduracion citoplasmatica se llevan a cabo procesos
celulares como la acumulacion de RNAm, proteinas, sustratos y nutrientes
(Watson, 2007); también se llevan a cabo modificaciones post-
traduccionales de proteinas y cambios ultraestructurales del citoplasma
gue son necesarios para que el ovocito pueda ser competente para llevar
cabo el desarrollo embrionario (Krisher, 2004).

Durante el crecimiento del ovocito se activan varios genes; y de las
proteinas que se generan, algunas actian directamente en la maduracion
del ovocito, como el factor promotor de la maduracién que esté involucrado
en el progreso de la meiosis y control del ciclo celular. Otros genes que se
transcriben pueden estar involucrados en procesos celulares
fundamentales para el desarrollo antes y después de la activacion del
genoma del cigoto. La LH ayuda a completar la maduracion meidtica e
induce cambios importantes en el citoplasma de los ovocitos de los
mamiferos como la secrecion de los granulos corticales y la formacion de

pronucleos (Florman y Ducibella, 2006).
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1.5.3 METODOS PARA LA OBTENCION DE OVOCITOS

Los ovarios contienen un elevado numero de foliculos que se
encuentran en diferentes estados de desarrollo (primordiales, en
crecimiento, atrésicos), de los cuales, solamente una pequefia proporcion
va a ser utilizada durante la vida reproductiva del animal. La recoleccion de
ovocitos permite recuperar y aprovechar foliculos no ovulatorios, que bajo
condiciones fisiologicas se volverian atrésicos, con el fin de aprovechar al
méaximo el potencial genético de una donadora, usando procedimientos in
vitro (Gordon y Lu, 1990).

Existen dos formas de obtener ovocitos bovinos: 1) de animales vivos,
y 2) de animales muertos. La recolecciéon de ovocitos de animales vivos
(hembras jévenes, vacas productoras de leche o de carne) permite
incrementar el nimero de embriones potenciales y de terneros producidos
por donadora por afio, obtenidos por procedimientos in vitro; ademas,
permite la disminucion del intervalo generacional y ayuda a establecer
esquemas que permitan incrementar la eficiencia productiva (Galli et al.,
2001).

Dentro de las técnicas existentes para la recoleccion de ovocitos de
hembras vivas, se encuentran la laparotomia-laparoscopia y la aspiracion
transvaginal guiada por ultrasonido. El desarrollo de la laparoscopia ha
permitido avances en el diagnéstico y manejo de la fertilidad para
incrementar la produccion animal. Se ha utilizado para desarrollar la

industria de transferencia en aquellas especies o grupos de edades en
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donde no es facil realizar la manipulacion del tracto reproductivo por via
rectal durante la recuperacion de ovocitos y/o transferencia de embriones.

Dentro de las ventajas que ofrece la laparoscopia se encuentra el bajo

costo del equipo, la obtencidén de una imagen clara y un mejor control de
problemas de recuperacion pos quirargico del ovario (Tervit, 1996).
Sin embargo, esta técnica tiene como desventajas la no visualizacion del
cohorte de foliculos que estan en crecimiento debajo de la superficie
ovarica, el desconocimiento de los efectos a largo plazo de recolecciones
repetidas que pueden llegar a formar cicatrices y adherencias en el sitio de
operacion y, basicamente, el hecho de ser una técnica altamente invasiva,
por lo cual no es aceptada desde el punto de vista de bienestar del individuo
(Tervit, 1996).

La aspiracion transvaginal guiada por ultrasonido Ovum Pick-Up (OPU)
es la técnica de recoleccion de ovocitos de hembras vivas usada
regularmente. La aspiracion folicular puede ser repetida en el mismo animal
durante 5 a 6 meses, y con una periodicidad de dos aspiraciones por
semana o una semanal, sin ningun efecto adverso sobre la reproduccién o
sobre el bienestar del animal (kruip et al., 1994).

Ademas, la OPU se puede aplicar durante los primeros tres meses de
gravidez a novillas o vacas y a novillonas prepuberes, con lo que se logra
hacer mas corto el intervalo generacional (Kruip et al., 1993).

La OPU-FIV permite obtener embriones de hembras con problemas de
infertilidad o mala respuesta a los tratamientos superovulatorios (Looney et

al., 1994).
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Se ha demostrado que al final del periodo de aspiraciones los animales
pueden retornar a sus ciclos estrales normales y ser incorporados a
programas de cria (Kruip et al., 1994).

La viabilidad de los embriones producidos a partir de 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 producidos por lavado, obteniéndose porcentajes de prefiez que
varian desde un 25 % hasta un 45% (kruip et al., 1994).

Para realizar la aspiracion transvaginal, las hembras son sedadas. El
recto es relajado con Detomidina (0.016 mg/Kg 1V), y se aplica anestesia
epidural para prevenir las contracciones abdominales y facilitar la
manipulacion de los ovarios. Se vacia el recto y se limpia la region perineal.
Para la técnica se utiliza un transductor de 5 6 7.5 MHz que posee una
aguja en la parte superior con punta ecogénica, y que es conectado a una
bomba peristéltica de vacio e introducido por via vaginal. Se hace
manipulacion rectal de los ovarios y se colocan contra el transductor, se
visualizan los foliculos (mayores de 2 mm) y, una vez localizados, la aguja
atraviesa la pared vaginal y se recoge el aspirado folicular en tubos con
medio de cultivo en cada pasaje de la aguja se hace puncion solamente un
foliculo (Carolan et al., 1994).

Las ventajas de esta técnica de recoleccién son su facil utilizacion a
nivel de campo, el menor riesgo para el paciente y su menor invasividad,

comparada con la laparoscopia. Sin embargo, entre sus desventajas se
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encuentra el relativo elevado costo del equipo y la necesidad de personal
capacitado para realizar la puncion (kruip et al., 1994).

Por otro lado, la obtencion de ovocitos de animales muertos se hace
mediante la recoleccion de ovarios de vacas sacrificadas en rastro. Esta
técnica suministra una fuente abundante de ovocitos obtenidos a bajo
costo, provenientes de animales en diferentes estados del ciclo estral, que
pueden ser madurados, criopreservados, fertilizados y cultivados in vitro
hasta alcanzar estados avanzados de desarrollo embrionario (Gordon y Lu,
1990).

Se deben evaluar los factores externos que estan involucrados en la
manipulacion de los ovocitos antes de realizar el cultivo in vitro, ya que
pueden afectar la capacidad de los ovocitos para lograr un buen desarrollo,
reflejado en una adecuada fertilizacion y division embrionaria (Merton et al.,
2003).

Dentro de los factores externos que estan relacionados con la
manipulacion de los ovarios, se encuentran la temperatura de
almacenamiento de los ovarios y el tiempo de recoleccion de los ovocitos
después del sacrificio. La temperatura a la cual se deben transportar los
ovarios desde el rastro hasta el laboratorio oscila entre 35 y 37 °C.
Temperaturas inferiores a los 30 °C durante el almacenamiento de los
ovarios producen pérdida de los productos de transcripcién y lesion de los
organelos a nivel citoplasmatico, los cuales van a ser mediadores

importantes del desarrollo embrionario temprano (Sekine et al., 1992).
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El tiempo de recoleccion de los ovocitos de los ovarios igualmente
influye en la competencia de desarrollo. Gordon y Lu (1990) reportan que
los ovarios pueden permanecer en solucion salina a temperatura de 30 a
37 °C durante 8 h sin afectar la calidad de los ovocitos para los procesos
de maduracion y fertilizacion in vitro.

La recoleccidn de ovocitos provenientes de ovarios obtenidos en rastro
se puede hacer por medio de dos métodos: el corte de ovarios y la
aspiracion con jeringa de foliculos superficiales mayores de 2 mm de
diametro (Seneda et al., 2001).

Los ovarios se transportan al laboratorio en solucion salina adicionada
con antibioticos (penicilina y estreptomicina), a temperatura de 35 a 37 °C.
En el laboratorio, se remueve el tejido adyacente, el cuerpo lGteo y la sangre
mediante lavados con solucion salina (Gordon y Lu, 1990).

El método de corte consiste en colocar cada uno de los ovarios en cajas
de Petri que contienen medio de recoleccion de ovocitos, y cortar la
superficie y el interior de los ovarios a lo largo y a través de éstos con un
bisturi, haciendo cortes separados a 2 mm de distancia aproximadamente
(Seneda et al., 2001).

En el caso de la aspiraciébn de ovocitos con jeringa, los foliculos
ovaricos superficiales visibles de 2 a 7 mm de diametro son aspirados con
jeringa de 5 0 10 ml y aguja hipodérmica estéril calibre 18, posteriormente
el liquido folicular es depositado en cajas de Petri para realizar la busqueda

de los ovocitos aspirados (Lonergan et al., 1991).
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Seneda y colaboradores (2001) Compararon los métodos de corte de
ovarios y de aspiracion de foliculos para evaluar el numero de ovocitos
recuperados por ovario y la calidad de éstos. Demostraron que por el
meétodo de corte se obtiene una mayor cantidad de ovocitos, asi como
ovocitos de mejor calidad para estudios de fertilizacion in vitro, en
comparacion con el numero de ovocitos recuperados mediante la
aspiracion folicular.

La disminucion en las tasas de recuperacion y produccion de
embriones en el caso de aspiracion folicular puede estar asociada a efectos
nocivos sobre las capas de las células del cumulus ejercidos por la fuerza
de aspiracion (Hamano y Kuwayama, 1993).

Por otra parte, el mayor numero de ovocitos obtenidos por el método
de corte puede estar explicado por la recuperacion de ovocitos
provenientes de foliculos menores de 2 mm de diametro que estan en el
interior del foliculo (Hamano y Kuwayama, 1993).

Sin embargo, Arlotto y colaboradores (1996) sostienen que estos
ovocitos tienen poco potencial para sufrir maduracion meiética y desarrollo
embrionario, comparado con los ovocitos recuperados de los foliculos
presentes en la superficie del ovario, ya que los ovocitos de foliculos
internos pueden no haber adquirido atn la competencia para la maduracion

y desarrollo
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1.5.4 CLASIFICACION DE OVOCITOS

Una etapa critica en el procedimiento de fertilizacién in vitro (FIV) es la
eleccion de ovocitos de buena calidad para poder garantizar una optima
sobrevivencia. Por esto, es preferible congelar los mejores o6vulos
disponibles. Los 4 aspectos mas importantes que evallan la calidad del
ovulo son: estadio nuclear, caracteristicas citoplasmaticas, aspecto de la
corona radiada y la expansion o distribucion de las células del cumulus
(Chen, 1986).

Existe controversia en cuanto si se mantiene o no el cumulus para
mejorar las tasas de sobrevivencia de acuerdo con Chen (1986), su
ausencia facilita la introduccion de la sustancia crioprotectora en el
citoplasma, tanto es asi, que el primer embarazo de este tipo en humanos
fue producto de la congelacion de un évulo sin cumulus.

También Gook y colaboradores (1993) reportaron una tasa de
sobrevivencia mayor en ovocitos congelados sin cumulus en comparacién
con los que mantenian las células de la granulosa intactas (69 vs. 48%).
Pero existen estudios que demuestran la importancia de conservar el
cumulus para garantizar una mayor sobrevivencia en los ovocitos al final
del proceso de criopreservacion. Al parecer, la presencia de las células de
la granulosa sirve como un escudo contra las modificaciones osmoticas
repentinas y el estrés ocasionado por la concentracion y dilucion de los
crioprotectores durante el proceso de equilibrio y remocion de éstos

después del descongelamiento (Imoedmhe y Sigue, 1992).
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El primer método para discriminar entre ovocitos competentes e
incompetentes para el desarrollo embrionario es la morfologia del
citoplasma y de las células del cumulus. La calidad de las envolturas
celulares que rodean el ovocito y la apariencia del citoplasma son los
mejores indicadores del potencial que éste posee para la maduracion y
fertilizacion in vitro (Leibfried et al., 1989).

Las células del cumulus son subpoblaciones de células de la granulosa
gue proveen de nutrientes al ovocito durante su crecimiento, participan en
la formacion de la zona pelldcida, y sintetizan la matriz compuesta de acido
hialurénico y proteinas que juegan un papel importante en el transporte del
ovocito a través del oviducto y permiten atrapar al espermatozoide para la
fertilizacion (Arlotto et al., 1996).

Los ovocitos pueden ser clasificados de acuerdo al nUmero de capas
de células del cumulus y la apariencia del citoplasma. El tipo A corresponde
a un ovocito con células del cumulus con niumero de capas multiples (mayor
a 4) y compactas, con citoplasma homogéneo y transparente; el tipo B tiene
capas multiples del cumulus (de 1 a 3) y un citoplasma homogéneo con
zonas periféricas oscuras; el tipo C se caracteriza por poseer un cumulus
denudado y un citoplasma irregular con zonas oscuras; el tipo D tiene un
cumulus con células expandidas y un citoplasma irregular con zonas

oscuras (Lonergan et al., 1991).
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1.6 CRIOCONSERVACION

La congelacion de células vivas es un proceso fisicoquimico complejo
de transporte de calor y agua entre la célula y el medio que la rodea. Tanto
la criopreservacion de ovocitos como la de embriones se lleva a cabo
mediante la exposicion de ambos a temperaturas muy bajas. Con el
enfriamiento se produce una disminucién notable del metabolismo y ahorro
energético, que son factores necesarios para la prolongacion de la vida
celular (Vila, 1984).

La criopreservacion de material bioldgico tiene lugar usualmente en una
solucion acuosa, con diferentes solutos presentes. Las propiedades
fisicoquimicas que rigen los eventos a los cuales esta sometida la solucion
durante la congelacion derivan de la concentracion de solutos disueltos en
ella. El punto de congelacién de la solucién es inversamente proporcional
a la concentracion de solutos presentes (Vila, 1984).

Cuando la suspension celular es enfriada y alcanza una temperatura
entre -5 y -10°C se forman nucleos de hielo distribuidos aleatoriamente en
el medio extracelular que daran lugar a regiones en fase cristalina. El hielo
en el espacio extracelular coexiste con el agua liquida intracelular gracias
a la membrana plasmatica que constituye la barrera que detiene el
crecimiento de cristales dentro de la célula cuando en el medio extracelular
ocurre la cristalizacion se forma hielo puro dejando los solutos
progresivamente mas concentrados en la fraccion liquida, a medida que el

cambio de fase progresa. Asi, las células en suspension deben
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deshidratarse para mantener el equilibrio osmético con un medio
extracelular cada vez mas hipertonico (Vila y Garcia, 1983).

Existe una tasa de congelacion éptima para cada tipo de célula debido
a las diferencias de permeabilidad del agua, el coeficiente de temperatura

de dicha permeabilidad y su relacion superficie-volumen (Leibo, 1986).

Con una velocidad de enfriamiento adecuada, la célula se deshidrata y
concentra intracelularmente antes de alcanzar la cristalizacion, de tal forma
que la posibilidad de congelacion intracelular y consecuentemente de dafio

celular se minimiza (Mazur, 1984).

<=300C

Velocidad de enfriamiento
Presencia de cristales intracelulares
causantes de dafio celular irreversible
- ZQE _SQC
rapida

Ienta Célula sin cristales de hielo, pero
fuertemente deshidrataday

* riesgo del efecto solucion

optima *®

Célula nucleada

Presencia de cristales intracelulares
compatibles con la supervivencia

* *
*

Figura 1. 4: Modificaciones fisicas de la célula en funcién de la velocidad de enfriamiento

FUENTE:(Guyader, 1998)

1.6.1 AGENTES CRIOPROTECTORES (ACP)

Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles y de muy baja
toxicidad, utilizadas para proteger células y tejidos del dafio que se
ocasiona durante el proceso de congelacion y descongelacién. Disminuyen

el punto eutéctico de una solucién dada (disminuyen la temperatura durante

52



la transicion del agua de liquido a sdlido). Estos también actian
estableciendo puentes de hidrégeno con otras moléculas bioldgicas, lo que
hace que no pierdan su estructura fisiolégica original y por lo tanto su
viabilidad (Bajo y Coreleu, 2009).

Bioquimicamente se pueden distinguir tres tipos de crioprotectores
(CP): los alcoholes (etanol, metanol, propanol, 1-2 propanediol y glicerol),
azucares (glucosa, lactosa, sucrosa y sacarosa) y el dimetil sulféxido
(Garcia, 1984).

Los crioprotectores pueden clasificarse en agentes penetrantes y no
penetrantes, segun tengan o no, la capacidad de atravesar la membrana

celular (Celestino y Gatica, 2002).

1.6.1.1 CRIOPROTECTORES PENETRANTES

Los crioprotectores penetrantes son de bajo peso molecular y
permeable, los cuales son capaces de atravesar la membrana celular de
forma activa o pasiva (Shaw et al., 1995). Entre éstos se encuentran el
glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), etanol, polietilenglicol, 1-2 propanediol y
el etilenglicol (EG); todos estos compuestos deshidratan a la célula
penetrandola para ayudar a proteger el citoplasma (Albarracin, 2005; Mucci
et al, 1992; Diez et al, 2012). De los crioprotectores mencionados
anteriormente el mas utilizadoen vitrificaciéon de embriones es el etilenglicol,
debido a su baja toxicidad (Kasai et al., 1992) y a su rapida difusion a través

de la membrana plasmatica (Emiliani et al., 2000).
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1.6.1.2 CRIOPROTECTORES NO PENETRANTES

Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas
de congelacion. Son importantes porque ejercen su accidon protectora
promoviendo la rapida deshidratacién celular y suelen asociarlos a los
agentes penetrantes. Las mas utilizadas son: dextrosa, dextrano, sacarosa
y glucosa. Estos compuestos son polimeros que forman puentes de
hidrogeno con el agua, reduciendo la actividad de ésta a una magnitud
mucho mayor que la que se predeciria por su concentracion molar

(Kuleshova et al., 1999).

1.6.2 METODO DE CONGELACION LENTA

Para cada célula hay un ritmo éptimo de enfriamiento. El ritmo de
congelacion condiciona el ritmo de descongelacion. ElI uso de
crioprotectores hace que el agua salga a través de la membrana
plasmatica y se congela fuera de la célula, por lo tanto, la célula se
deshidrata. Esto sucede por la mayor presién osmatica extracelular que el
agua en su salida de la célula tiende a equilibrar. El tiempo en el que se
expone el ovocito al crioprotector es de 10 a 30 min de duracion lo cual
permitira una deshidratacion adecuada (Nieman, 1991).

La deshidratacion del ovocito reduce el riesgo de formacion de
cristales de hielo intracelulares que son nocivos para las células. Si el
descenso térmico es demasiado rapido, no hay tiempo suficiente para que
salga el agua necesaria del ovocito y se formaran cristales de hielo dentro

de la célula (Friedler et al., 1988).
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Los rangos de congelacion mas usuales consisten en un descenso de
temperatura a un ritmo de 0.3- 0.5 °C / minuto desde el momento en que
comienza la formacion de hielo, que suele ser entre los -5 y -9 °C, hasta
llegar a temperaturas de -33, -40 °C, y posteriormente pasar ya
directamente al nitr6geno liquido (Shaw et al., 2000).

Sin embargo, se debe tener en cuenta que a una temperatura entre -
5y -9 °C puede haber un sobreenfriamiento en la pajilla con lo que se
formaran cristales de hielo en el interior de la célula, dafiando de esta
manera sus organelos. Con la finalidad de evitar la formacion intracelular
de cristales de hielo se realiza el seeding, el cual consiste en que, una vez
estabilizada durante 5 min la pajilla a una temperatura entre -5y -9 °C, se
toca su pared con un objeto enfriado a —196 °C y de este modo se cristaliza
el liquido extracelular de manera controlada (Maurer, 1978).

1.6.2.1 CAMBIOS DEL OVOCITO DURANTE LA CONGELACION

El agua es el disolvente universal de los seres vivos, el agua pura tiene
un punto de equilibrio de congelacion a 0 °C. Los solutos a las
concentraciones que se dan en el organismo disminuyen el punto de
congelacion en unos grados. Cuando una célula es enfriada a temperatura
por debajo de su punto de equilibrio de congelacion, se forma hielo que

puede dafar o matar a la célula (Mazur et al., 1984).
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El ovocito que se congela demasiado rapido sufre la formacion de
cristales de hielo en su citoplasma que pueden dafar los organelos. La
congelacion demasiado lenta produce al deshidratarse un aumento en la
concentracion de solutos nociva para el ovocito existe ademas el riesgo
de dafo debido al descenso térmico (Mazur et al., 1992).

Los momentos mas criticos de la sobrevivencia celular son la fase
inicial de congelamiento a la temperatura baja y su retorno definitivo a
condiciones fisioldgicas. Al llegar a la temperatura del N2L (-196°C), el
almacenamiento por largos periodos de tiempo no tiene efecto en la tasa
de sobrevivencia del gameto congelado (Zhu et al., 1990).

La facilidad del paso de agua y sustancias crioprotectoras a través de
la membrana plasmatica es el principal factor que controla los efectos de
la congelacion, la cual depende de la composicion de ésta, de su
permeabilidad en funcion de la temperatura ya que con temperaturas
semejantes a la corporal el paso de agua hacia el exterior de las células
es mas facil que cuando se da en temperaturas bajas (Mazur y Sheneider,
1986 ); de la relacion superficie/volumen, esto se debe a que una
superficie pequefia de la membrana de una célula da menor espacio para
gue exista un adecuado paso de agua al exterior de la célula o entrada del
crioprotector cuando se utilizan crioprotectores penetrantes (Leibo, 1980)
y de la diferencia de presion osmotica a los dos lados del ovolema (Shaw

et al., 1993).
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Entre algunos problemas asociados a la congelacion tenemos: el
posible efecto de la integridad de las fibras del huso (Pickering y Jhonson,
1987) y los granulos corticales (Vincent y Johnson, 1992), la
despolimerizacion de los microtubulos del huso puede inducir
aneuploidias (Bouquet et al., 1993), el dafio en la zona pelucida (Van
Blerkom y Davis, 1994), facilita la polispermia, la zona pellcida se vuelve
mas dura y se reduce la tasa de fertilizacion (Dumoulin et al., 1994).

Conocer la tolerancia limite a las variaciones osmaéticas y del volumen
ovocitario (se arruga al deshidratarse y se hincha al rehidratarse) ayudara
a utilizar sustancias crioprotectoras a una concentracion optima (Pedro et
al., 1997). Los cambios de volumen del ovocito no deben sobrepasar
en £30% (Newton et al., 1999).

Los ovocitos al ser congelados, necesitan ser deshidratados
parcialmente a fin de evitar la formacion de cristales de hielo que lesionan
sus estructuras citoplasmaticas (Mazur et al., 1984). Cuando se congelan
ovocitos, los crioprotectores no penetrantes, que se mantienen
extracelularmente, aumentan la concentracion extracelular de solutos y
por tanto, aumentan la presion osmética extracelular en relacion con la
presion osmdtica intracelular. Este desnivel osmético induce la salida del
agua intracelular al exterior, el ovocito se deshidrata y la alta concentracion
de solutos extracelulares se diluye hasta que el agua extracelular se

congela y se vuelve metabdlicamente inactiva (Shaw, 1993).
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La célula se arruga, disminuye su volumen y el riesgo de formacion de
cristales de hielo intracelular se reduce. Las sustancias crioprotectoras
pueden tener efectos adversos sobre el ovocito en funcion de la
temperatura, concentracion y tiempo de exposicion. Si estos parametros
no se ajustan de manera apropiada se produciran cambios en el volumen
del ovocito, lo podran dafiar o quedara mas sensible al descenso térmico

(Fahy, 1986).
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Il MATERIALES Y METODOS

2.1 UBICACION

2.1.1 Trabajo de campo

REGION: Ayacucho 2800 m.s.n.m
PROVINCIA: Huamanga
DISTRITO: Carmen Alto

LUGAR: Matadero de la Comunidad de “Quicapata”

2.1.2 Trabajo de laboratorio

REGION: Ayacucho 2750 m.s.n.m

PROVINCIA: Huamanga

DISTRITO: Ayacucho

LUGAR: Laboratorio de Reproduccion y Biotecnologia Animal de la
Escuela Profesional de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional San Cristobal de Huamanga.



2.2 DURACION

Tiempo de ejecucion : 6 meses
Fecha de inicio : abril del 2016
Fecha de término : setiembre del 2016

2.3 TAMANO DE MUESTRA

La poblacion fue constituida por ovocitos obtenidos de 192 ovarios en 96
vacas criollas del “Matadero de Quicapata”. La unidad de muestreo fueron
los ovocitos de calidad A y B seleccionados segun (Capitulo 1l 2.5 —d), 150

ovocitos de diametros D1, D2 y 50 del D3 haciendo un total de 350 ovocitos.

2.4 MATERIALES

2.4.1 Material de laboratorio

e 01 Termo con termémetro

e 01 Micropipeta de 10 ul, 20 ul y 1000 ul

e Puntas para micropipeta (blancas, amarillas y azules)
e 01 Jeringa cargador de pajillas

e 01 Bolsa de placa petri de 100 ml (cuadriculadas)
e 01 Bolsa de placas petri de 35 ml

e 01 Bolsa de placa petri de 5 pocillos con tapa

e 01 Paquete de pajuelas a de 0.25 ml

e 01 Bolsa de sellador de pajuela

e 01 Pinza para pajuelas de 0.25 ml

e 01 Cortador de pajuelas

e 01 Pinza hemostéatica
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01 Rollo de algodén

Vasos precipitados de 100 y 250 ml

2.4.2 Reactivos y Medios

Solucion salina 0.9%
Gentamicina

Alcohol al 70%
Etilenglicol + sucrosa
Tincién azul de tripan
Medio de manipulacion

Nitrégeno liquido

2.4.3 Equipos y aparatos

01 Tangue de nitrogeno de 3kg

01 Congelador de embriones Freeze Control Cryologyc CL 5500°
01 Estereoscopio Nikon®

01 Microscopio Accu-Scope®

01 Platina térmica Minitube®

01 Regla milimétrica

01 Bafio Maria Kendal Gemmyco®

2.4.4 Otros

01 Caja guantes de latex talla XS
01 Caja de jeringas de 10 ml

01 Bolsa de tubos falcon de 15 ml
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Agujas N° 18

e 01 Bolsa de pipetas pasteur desechable
¢ Rollos de gasa

e 01 Guardapolvo blanco

e Cuaderno de apuntes

2.5 PROCEDIMIENTO METODOLOGICO
a. Preparacién de las soluciones de trabajo

e Medio de transporte solucion salina al 0.9 %, para 1 litro se agrego
90 gr de NaCl + 100 ul de Gentamicina enraz6 con agua destilada
(Sirard y First, 1988; Weimer et al, 1991; Madison et al, 1992; Fry et
al, 1997).

e Medio de manipulacién para 40 ml, 2 % de SFB (0.8 ml) y se
enrazo6 con PBS.

b. Recoleccién del material biolégico

e Se obtuvieron ovarios del matadero procedentes de hembras
bovinas criollas de diferentes edades y condiciones fisioldgicas estos
ovarios presentaban en su superficie una cantidad variable de
estructuras: foliculos, cuerpos luteos, hemorragicos y albicans
(Machatkova et al., 1996).

e Las muestras recolectados fueron transportados al laboratorio en
solucién salina al 0.9%, a temperatura 37°C.

e EI laboratorio estuvo aséptico y con los equipos preparados,

previamente al ingreso de las muestras, se limpid y desinfecté las
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superficies de trabajo con alcohol al 70° y se verificé que estén todos

los materiales necesarios.

Foto 2. 1: Recoleccién de ovarios en la zona de evisceracion Matadero de Quicapata-Ayacucho

FUENTE: PROPIA

c. Aspiracion de ovocitos
e Se lavé los ovarios con solucion salina al 0.9 % a 37 °C.
e Se colocaron los ovarios en un vaso precipitado a bafio Maria a
37°C.
e Se sec6 con gasa estéril la superficie del ovario.
e Se aspir6 diametros foliculares D1 (= 1< 3 mm), D2 (= 3<5 mm)y
D3 (=25< 7 mm) medidas con una regla milimétrica.
e Sin embargo se excluy6 foliculos degenerados o atrésicos segun
caracteristicas morfologicas.
e La aspiracion se realiz6 con una jeringa de 10 ml con aguja
hipodérmica calibre 18 y el liquido folicular fue depositado en tubos
falcon a bafio Maria 37° C (Kathryn y John, 1999).

e Se dej6 sedimentar por 5 minutos y deposité el sedimento en una
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placa petri con medio de manipulacion (PBS+SF 2%) para realizar la

busqueda de los ovocitos al estereoscopio Nikon ® a 1.5 x.

Foto 2. 2: Proceso de aspiracion y bisqueda de ovocitos

FUENTE: PROPIA

d. Selecciény clasificacién de ovocitos
e Seguidamente se efectud la blsqueda en el estereoscopio Nikon®
(Anexo 13) con una micropipeta de 10 ul.
e Se clasificaron los ovocitos segun Leibfried y First, (1979) y Fry., et

al (1997), seleccionando s6lo aquellos de calidad Ay B.

Calidad A: ovocito rodeada por mas de tres capas compactas de
células del cumulus, citoplasma finamente granular dando una

apariencia compacta y una zona pellcida integra.

Calidad B: ovocito rodeado parcialmente de dos o mas capas de
células del cimulos, citoplasma se encuentran con algunos cuerpos

pigmentados y la zona pellcida integra.
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e.

Foto 2. 3: Clasificacién de ovocitos antes de la congelacion

FUENTE: PROPIA

e Los ovocitos seleccionados fueron lavados en gotas de medio de

manipulacion (PBS+SF 2%) dos veces para luego ser congelados.
Congelacion de ovocitos

e Se realiz6 de acuerdo a un protocolo modificado de Voelkel y Hu,

(1992):

e Se expuso los ovocitos a una solucién comercial Bovifreeze®

(Etilenglicol +Sucrosa) durante 10 minutos.

e Luego los ovocitos fueron envasados en pajuelas de 0.25 ml.

e Seguidamente se colocaron en el equipo de congelacion Freeze

Control CL 5500 Cryologyc ® (Anexo 14) a una temperatura de inicio de

-6 °C.

e Elseeding (Maurer, 1978) se indujo a los 2 minutos de estabilizacion

a -6 °C con ayuda de una pinza metalica enfriada en NL2.
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e Luego se congelaron automéaticamente a una tasa de 0.5 °C/min
hasta los -32 °C.
e Finalmente, se sumergieron en nitrégeno liquido (Lehnjensen y

Greve, 1982).

Foto 2. 4: Lavado de ovocitos, aspiracion a crioprotector y realizacion de seeding

FUENTE: PROPIA

Descongelacién de ovocitos

e Ladescongelacion se realizé a las 24 horas exponiendo las pajuelas
a la intemperie por 5 segundos para luego sumergirlas en bafo
Maria a 30 o 35 °C durante 20-30 segundos (Vajta et al., 1998).

e Luego se colocaron en un plato petri que contenga gotas de medio
de manipulacién y fueron lavados dos veces.

e Se colocaron en placas de 5 posillos para su tincion con azul de

tripan al 0.05% por dos minutos (Gupta et al., 2002).
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e Finalmente se realizd un lavado en gotas de medio de manipulacion
y evalud la viabilidad morfolégica al microscopio Accu-Scope®

(Anexo 12) a 40 x.

Foto 2. 5: Criterios de evaluacion de la viabilidad de las CC. En A las células incoloras se consideraron como

vivas y en B las tefiidas se consideraron como muertas.

FUENTE: PROPIA

e Para una mejor evaluacion estos fueron clasificados en excelente,
bueno, regular y malo segun los siguiente criterios:

% Excelente: citoplasma, células del camulus y zona pelucida
intactas sin tefir.
% Bueno: citoplasma, zona pelucida intactas sin tefiir y células
del cumulus intactas parcialmente tefidas.
% Regular: citoplasma, zona pelucida intactas parcialmente
tefiidas y células del cumulus intactas o danadas totalmente
tenidas.
.

« Malo: citoplasma y zona pelucida dafadas, pérdida total de

las células del cumulus y estructuras totalmente tefidas.
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Ovocito de calidad a. Excelente b. Buena c. Regular d. Malo

Foto 2. 6: Clasificacion de ovocitos post descongelacion en bovinos criollos del Matadero de Quicapata
Ayacucho — 2016

2.6 VARIABLES EN ESTUDIO
e Variable independiente:
v Didmetro folicular
e Variable dependiente:

v Viabilidad de ovocito post descongelacion

2.7 ANALISIS ESTADISTICO
Para determinar si existe diferencia entre tres parametros de diametro
folicular con relacién a la viabilidad de ovocitos post descongelacién, se
us6 una prueba Chi cuadrada del programa R® version 3.3.1 (2016-06-
21).
2
o—e¢
X2 — z ( )
€
Donde:

O: observados

E: esperados
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Il RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RECUPERACION DE OVOCITOS

Tabla 3. 1: Promedio de ovocitos recuperados por animal y ovario en bovinos criollos del Matadero de

Quicapata-Ayacucho 2016

PROMEDIO | PROMEDIO
OVOCITOS
N° DE N°DE | Ne TOTAL | OVOCITOS | = oo
ANIMALES | OVARIOS DE POR OVARIO
OVOCITOS | ANIMAL
(PROM  DE) (PROM + DE)
08 196 350 3.69+249 | 1.85+1.25

FUENTE: ELABORACION PROPIA

En el presente estudio se aspiraron 196 ovarios de 98 vacas criollas
haciendo un total de 350 ovocitos del cual se obtuvieron en promedio (PROM
+DE) 1.85 + 1.25 ovocitos por ovario y 3.69 + 2.49 por animal segun la tabla
3.1, siendo menor a trabajos presentados en rendimientos por ovario como

el de Quispe et al (2015) quien obtuvo un 5.2 ovocitos en razas Holtein, 7



ovocitos Brown swis y 9 ovocitos en Simental. Figuereido et al. (1997)
mencionan que los resultados podrian ser influenciados principalmente por
la raza donadora, estado nutricional, edad y condiciones climaticas, la
diferencia entre razas en numero de foliculos y la dinamica folicular del
ovario.

Los ovocitos fueron recuperados de ovarios de vacas criollas donde se
aspiraron diametros foliculares 21< 7mm de acuerdo a un trabajo realizado
por Segura et al. (2015). Estos fueron subdivididos en tres parametros D1
(21< 3mm), D2 (=23< 5mm) y D3 (25<7mm), el diametro de 1 mm no es
utilizada en la préactica pues de acuerdo a Motlik y Fulka citados por Santa
Cruz (2012), los foliculos menores de 2 mm de diametro contienen un alto
porcentaje de ovocitos incompetentes o bien atrésicos, mientras que los
mayores de 10 mm presentan un mayor nimero de ovocitos degenerados.
Por ello, la mayoria de los autores seleccionan foliculos antrales de
diametros comprendidos entre 2 y 8 mm. Sin embargo existen trabajos
como de Castilho et al. (2002) quienes en didmetros foliculares < 5mm, 5-
7 mmy >7 mm obtuvieron un desarrollo embrionario por fecundacién in vitro

de 80.46 %, 19.53 % y 0% respectivamente.

Por otra parte Segura et al. (2015) en didmetros de 1- 2 mm, 3 —4 mm
y 5 -6 mm obtuvo competencias meibéticas de 89 %, 85% y 25%, resultados
similares al presente trabajo por tener mejores resultados en tamafo
foliculares < de 5mm segun la tabla 3.6, esto podria atribuirse a que gran
proporcion de ovocitos obtenidos de didmetros < 2mm contienen ovocitos

mayores de 110 um medida apta para maduracion in vitro asimismo la
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correcta seleccion y clasificacion antes de la maduracion de los ovocitos es
un proceso que reduce las opciones de elegir un ovocito atrésico, refutando

asi la idea de la dependencia folicular del ovocito en la capacidad de

maduracion.

3.2 SELECCION Y CLASIFICACION DE OVOCITOS

Tabla 3. 2: Promedio de ovocitos recuperados por animal y ovario segun calidad en bovinos criollos del

Matadero de Quicapata -Ayacucho-2016

OVOCITOS PROMEDIO | PROMEDIO
OVOCITOS | OVOCITOS
N° DE POR POR
OVARIOS ANIMAL OVARIO
TOTAL | CALIDAD N® (PROM  DE) (PROM  DE)
A 218 228+202 | 1.14+101
196 350
B 132 1.41+0.68 | 0.7+0.34

FUENTE: ELABORACION PROPIA

El promedio de recuperacion (PROM + DE) fue 2.28 + 2.02 de ovocitos
calidad Ay 1.41 + 0.68 calidad B por animal, asimismo 1.14 + 1.01 calidad A
y 0.7 + 0.34 de ovocitos calidad B por ovario mostrados en la tabla 3.2, la
tasa de recuperacién por ovario fue similar en comparacion con otros
reportes como Zarate en el (2006) quien obtuvo un 1.59 de calidad Ay 1.32
de calidad B; Carolan et al. (1994) 4.2 de calidad A y Lonergan et al. (1991)
1.55 calidad A. Esto puede deberse por el criterio de clasificacion de cada
autor pues los criterios de A, B, C y D son diferentes basados
principalmente en el citoplasma células del camulus y zona pellcida en el

trabajo se tomo el criterio de Leibfried y First (1979) y Fry et al (1997)
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mencionadas (Capitulo 11 2.5-d). Ahuka, Montiel y Ponciano (2013) explican
gue este proceso es importante pues de las caracteristicas morfologicas
del ovocito a madurar dependera que reinicie la meiosis y la maduracion
citoplasmatica para su maduracion in vitro, el éxito de la fertilizacion in vitro

y el desarrollo embrionario.

» Clasificacion de ovocitos del didmetro D1

Tabla 3. 3: Numero de ovocitos segun calidad del diametro D1 en bovinos criollos del Matadero de Quicapata-
Ayacucho 2016

DIAMETRO OVOCITOS
FOLICULAR
CALIDAD N° %
D1
A 102 68
B 48 32
TOTAL 150 100

FUENTE: ELABORACION PROPIA

La tabla 3.3 muestra que el didmetro D1 tiene un porcentaje de 68 % de
ovocitos calidad A frente a un 32 % de calidad B. Los datos obtenidos se

pueden observar en la siguiente gréfica.
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ECALIDAD A mCALIDAD B

Gréfico 3. 1: Porcentaje de ovocitos segun calidad del diametro D1 en bovinos criollos del Matadero de

Quicapata-Ayacucho 2016

» Clasificacion de ovocitos del diametro D2

Tabla 3. 4: NUmero de ovocitos segun calidad del diametro D2 en bovinos criollos del Matadero de Quicapata-

Ayacucho 2016

DIAMETRO OVOCITOS
FOLICULAR
CALIDAD N° %
D2
A 93 62
B 57 38
TOTAL 150 100

FUENTE: ELABORACION PROPIA

La tabla 3.4 muestra que el didmetro D2 tiene un porcentaje de 62% de

ovocitos calidad A frente a un 38 % de calidad B. Los datos obtenidos se

pueden observar en la siguiente gréfica.
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ECALIDAD A ®mCALIDAD B

Gréfico 3.2: Porcentaje de ovocitos segun calidad del diametro D2 en bovinos criollos del Matadero de

Quicapata-Ayacucho 2016

» Clasificacion de ovocitos del diametro D3

Tabla 3. 5: Nimero de ovocitos segun calidad del diametro D3 en bovinos criollos del Matadero de Quicapata-

Ayacucho 2016

DIAMETRO OVOCITOS
FOLICULAR
CALIDAD N° %
D3
A 23 46
B 27 54
TOTAL 50 100

FUENTE: ELABORACION PROPIA

La tabla 3.5 muestra que el didmetro D3 tiene un porcentaje de 46 % de

ovocitos calidad A frente a un 54 % de calidad B. Los datos obtenidos se

pueden observar en la siguiente gréfica.
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ECALIDAD A ®mCALIDAD B

Gréfico 3. 3: Porcentaje de ovocitos segun calidad del didmetro D3 en bovinos criollos del Matadero de

Quicapata-Ayacucho 2016

Después de describir las tablas 3.3 .3.4 y 3.5 con sus respectivos
gréaficos se observa que el mayor porcentaje de calidad A se encuentra en
diametros D1y D2 mientras calidad B en el didmetro D3, frente a la relacion
de didmetro folicular con la calidad de ovocitos obtenidos, no se cuenta con
estudios experimentales. No obstante Makabe et al. (2006) explica que los
resultados tal vez son influencias por patrones hormonales, ya que a menor
diametro folicular <5 mm el crecimiento es dependientes de FSH que se
encargan del crecimiento ovocitario y a diametros >5mm son ovocitos en
inicios o plena selecciobn para maduracion donde sufren cambios
hormonales dependientes de LH pues a mayor grado de maduracion se
van pierdendo las uniones GAP vy las células del cumulus se disocian
siendo fragiles a la aspiracion. Otros factores técnicos son los mencionados

por Bols et al. (1996) y Fry et al. (1997) como: el método de aspiracion,
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operador, diametro de la aguja, presion, entre otros que hace dificil la

comparacion de los resultados obtenidos entre laboratorios.

3.3 CONGELACION Y EVALUACION DE VIABILIDAD DE OVOCITOS
POST DESCONGELACION

Tabla 3. 6: Viabilidad de ovocitos post descongelacion segun diametro folicular en bovinos criollos del

Matadero de Quicapata Ayacucho-2016

DIAMETRO N° DE OVOCITOS N° DE N° DE
FOLICULAR CONGELADOS OVOCITOS OVOCITOS
VIABLES NO VIABLES
D1
(=1<3mm) 150 812 692
D2
(23 <5mm) 150 872 632
D3
(25<7 mm) 50 18P 320
TOTAL
350 186 164

2 Diferencia no estadistica entre filas (P>0.05)

ab Diferencia estadistica entre filas (P<0.05)

En la tabla 3.6 se muestra la viabilidad post descongelacion de
ovocitos relacionados con el didmetro folicular de origen en cuyo resultados
se encontr6 una diferencia significativa (p<0.05) en los diametros D1 (54%)
y D2 (58%) en comparacion con el D3 (36%) respectivamente. Las primeras
investigaciones en congelacion lenta de ovocitos bovinos fueron reportados
por Lim et al. (1991); Fuku et al. (1992); Otoi et al. (1995); pero no se
reportan trabajos en criopreservacion de ovocitos en vacunos criollos

menos relacionados con el diametro folicular. Mientras en congelacion de
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ovocitos bovinos en general Mavrides y Morroll (2002) mencionan que en
ovocitos congelados por el método lento, posteriormente descongelados y
cultivados por 2 horas, la tasa de supervivencia fue de 54%; Zarate en el
(2006) obtuvo un 27 % de viabilidad a la evaluacion morfolégica post
descongelacién, tras analizar nuestros resultados, podemos decir que la
tasa de supervivencia en términos generales de 53 % es mayor o
relativamente inferior a investigaciones anteriormente realizadas. Los datos

obtenidos también se pueden observar en la siguiente grafica.
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Graéfico 3. 4: Porcentaje de viabilidad post descongelacion de ovocitos segun diametro folicular en bovinos
criollos del Matadero de Quicapata Ayacucho-2016
Al no contar con referencias sobre trabajos anteriores de viabilidad post

descongelacién de ovocitos segun diametro folicular, los resultados de

mayor viabilidad en diametros =21<5mm segun Mc Williams et al. (1995)
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podrian explicarse porgue los ovocitos a mayor grado de maduracion sus
componentes subcelulares son extremadamente sensibles a los cambios
de temperatura, osmolaridad e iones.

Asi también Shaw et al. (2000) menciona que el ovocito es una gran
célula y por tanto tiene una baja relacién de area de superficie a volumen,
esto impide la sobrevida post criopreservacion viéndose alterada
principalmente la zona pellcida por liberacion prematura del contenido de
granulos corticales, discrupcion de la membrana plasmatica,
desorganizacion extensiva del citoplasma y alteraciones en el
citoesqueleto, Magistrini y Szolozi (1980) dicen que a mayor tamafio o
volumen los ovocitos contienen mas agua y proporcionalmente menos
superficie para que esta salga y para que entren las sustancias
cioprotectoras penetrantes, todo esto se implica en la viabilidad del ovocito
pues existe una relacion directamente proporcional entre el ovocito y el
diametro folicular en cuestion de tamafio. El cual coincide con Merryman
(1971) quien propone la hipétesis del volumen celular minimo que relaciona
el efecto de la deshidratacién producida durante la concentracion de solutos
y la muerte celular con la vuelta a las condiciones isotonicas después de la
congelacion (choque osmoético), el volumen celular minimo se basa en que
el volumen se reduce en relacion al aumento de la osmolaridad extracelular,
a medida que la célula pierde volumen por la pérdida de agua, la
compresion del contenido citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula
a seguir perdiendo volumen, y al excederse la resistencia fisica de la

membrana se produciran cambios irreversibles en su permeabilidad.
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Otra referencia con la que concordamos es la de Mathews y
colaboradores (2003) los cuales hablan sobre la importancia de los lipidos
(colesterol y acido graso) como componentes mas abundantes de la
membrana plasmatica pues determinan la fluidez y resistencia de la
membrana durante los procesos de criopreservacion el empaquetamiento
y la posicion de estas moléculas en las bicapas determinaran la rigidez de
las membranas y por tanto el transporte de moléculas.

Este transporte a través de membranas es el punto critico para la
supervivencia celular post descongelacidon.otra explicacion puede ser a
nivel de composicion estructural pues Zeron et al. (2001) y Fouladi et al.
(2007) refieren que la proporcion de &cidos grasos linoleicos es
significativamente menor en foliculos grandes que en foliculos pequefios
existiendo una relacion inversa, estos cambios también se reflejan en la
composicién de acido graso de los ovocitos que contienen los foliculos.

Asi también Seidel (2006) menciona que las membranas celulares son
las estructuras que sufren mayor dafio en los procesos de congelacién en
general debido a la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos, la
transicion de lipidos fluidos a sélidos se da a una temperatura de 10°C -
16°C alterando de esta manera las funciones de la membrana y dandole un
alto grado de fragilidad, durante la deshidratacion celular que tiene lugar en
el proceso de congelacién se puede presentar una pérdida de lipidos lo cual
afectaria la integridad de la membrana plasmatica por pérdida de su
capacidad de expansion durante la rehidratacion al volver a condiciones

normales post descongelacion.
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Otra causa a considerarse es la mencionada por Makabe et al. (2006)
que relaciona la Vviabilidad post descongelacion con factores
microambientales debido a modificaciones en la concentracion de
gonadotropinas que sufre el ovocito durante la foliculogénesis con cambios
metabdlicos y estructurales en él que implican gasto de energia, esto
dificulta la resistencia a temperaturas bajas.

Cabe mencionar que una ventaja de la congelacion de ovocitos de
diametros foliculares < 5mm segun Eroglu et al. (1988) es que son
inmaduros y tienen los cromosomas condensados Yy localizados dentro del
nacleo o vesicula germinal estan protegidos por la membrana nuclear a
diferencia de las cromosomas del ovocito en MIl, en el ovocito inmaduro no
se han formado el huso meidtico asi previene la alteracién del huso y las
aneuploidias en las futuras crias.

Para realizar mejor la evaluacién post descongelacion se hizo un
examen visual de la integridad de las membranas ovocitarias, zona
peltcida y normalidad del citoplasma inmediatamente después de ser
descongelados la validez de la clasificacion morfologica se confirmé con
tincion vital de exclusion azul de tripAn teniendo en cuenta las
caracteristicas mencionadas (Capitulo Il 2.5-f ) obteniéndose los siguientes

resultados:
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v' Evaluacion de viabilidad post descongelacion del D1

Tabla 3. 7: Clasificacion de ovocitos post descongelacion del diametro folicular D1en bovinos criollos del

Matadero de Quicapata Ayacucho-2016

N° DE OVOCITOS VIABLES OVOCITOS NO
OVOCITOS VIABLES
DIAMETRO
FOLICULAR EXCELENTE BUENO REGULAR MALO
Ne % | N°| % | N° | % | N° | %
D1 150 10 7 71 | 47 50 33 19 | 13

La tabla 3.7 del didmetro D1 muestra los siguientes porcentajes de

evaluacion: 7 % excelente, 47 % bueno, 33% regular y 13 % malo. Los

FUENTE: ELABORACION PROPIA

datos obtenidos se pueden observar en la siguiente grafica.

Grafico 3. 5: Porcentaje de clasificacion de ovocitos post descongelacion del diametro folicular D1 en bovinos

criollos del Matadero de Quicapata Ayacucho-2016
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v' Evaluacion de viabilidad post descongelacion del D2

Tabla 3. 8: Clasificacion de ovocitos post descongelacion del diametro folicular D2 en bovinos criollos del

Matadero de Quicapata Ayacucho-2016

OVOCITOS VIABLES OVOCITOS NO
DIAMETRO N° DE VIABLES
FOLICULAR OVOCITOS

EXCELENTE BUENO REGULAR MALO

N° % N° | % | N° % | N° | %

D2 150 36 24 | 51 | 34| 42 | 28 |21 | 14

FUENTE: FUENTE: ELABORACION PROPIA
La tabla 3.8 del didmetro D2 muestra los siguientes porcentajes de
evaluacion: 24 % excelente, 34 % bueno, 28 % regular y 14 % malo. Los

datos obtenidos se pueden observar en la siguiente grafica.

28%

EEXCELENTE OBUENO OREGULAR OMALO

Gréfico 3. 6: Porcentaje de clasificacion de ovocitos post descongelacion del diametro folicular D2 en bovinos

criollos del Matadero de Quicapata Ayacucho-2016
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v' Evaluacion de viabilidad post descongelacién del D3

Tabla 3. 9: Clasificacion de ovocitos post descongelacion del diametro folicular D3 en bovinos criollos del

Matadero de Quicapata Ayacucho-2016

OVOCITOS VIABLES OVOCITOS NO
NC DE VIABLES
DIAMETRO OVOCITOS
FOLICULAR EXCELENTE BUENO REGULAR MALO
Ne % | N°| % | N | % | N° | %
D3 50 2 4 |16 32| 17 | 34 | 15| 30

La tabla 3.9 del didmetro D3 muestra los siguientes porcentajes de

evaluacion: 4 % excelente, 32 % bueno, 34 % regular y 30 % malo. Los

FUENTE: ELABORACION PROPIA

datos obtenidos se pueden observar en la siguiente grafica.

EEXCELENTE OBUENO BOREGULAR OMALO
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Grafico 3. 7: Porcentaje de clasificacion de ovocitos post descongelacion del diametro folicular D3 en bovinos

criollos del Matadero de Quicapata Ayacucho-2016
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Grafico 3. 8: Comparacion de calidad de ovocitos post descongelacion de los didmetros

foliculaes D1, D2 y D3 en bovinos criollos del Matadero de Quicapata Ayacucho-2016

Después de analizar las tablas y gréficos anteriores vemos que el
grafico 3.8 muestra el consolidado de los resultados de evaluacién post
descongelacién en ovocitos donde se obtuvo mejores porcentajes de
calidad en diametros D1 y D2 comparados con el D3, en promedios
generales 13.7% fueron de calidad excelente, 39.4 % bueno, 31.1 % regular
y 15.7 % malo; siendo similares a los resultados obtenidos en un trabajo
realizado por Gémez y colaboradores (2010) usaron tres categorias para la
evaluacion morfolégica post descongelacion de ovocitos bovinos
vitrificados obtenidos de diametros foliculos de 2-6mm; A (cumulus

compacto y ovoplasma homogéneo), B (ovocitos desdudos y ovoplasma
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homogéneo) y C (ovocito fragmentado ovoplasma con vesiculas)
obteniendo los siguientes porcentajes A (34.5 %), B (9.1 %) y C (56.4 %).

Esto puede estar influenciada por muchos factores de pre congelacion
como el método de congelacion, tipo de crioprotector, el tiempo de
exposicion. Asimismo el numero de células del cumulus antes de la
congelacion, Imoedmhe y Sigue (1992) opinan que la presencia de estas
sirve como escudo contra las modificaciones osmoéticas repentinas y el
estrés ocasionado por la concentracion, dilucion de los crioprotectores,
durante el proceso de equilibrio y remocion de estos después del
descogelamiento.

Eppig (1994) explica la importancia de las células del cimulos que se
introducen a través de la zona pelucida y forman uniones GAP con el
ovocito que permiten el intercambio de moléculas y nutrientes, los cuales si
se llagaran a dafar pondrian en peligro la viabilidad del ovocito. Por otro
lado Mathews y colaboradores (2003) manifiestan que existe variaciones
en la arquitectura de la membrana y zona pellcida (grosor, area de seccion
transversa y permeabilidad para un determinado soluto) pues de acuerdo a
Nikas et al. (1994) los poros mas pequefios que pertenecen a la zona
pelicida de la vaca lo cual dificulta el proceso de deshidratacion y la

difusion del crioprotector al interior, opiniones con los cuales coincidimos
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IV CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

1. La viabilidad post descongelacion de ovocitos en bovinos criollos
de didmetro folicular D1 y D2 tuvieron una diferencia significativa
(p<0.05) con respecto al D3. Por lo tanto la viabilidad post
descongelacion fue mayor en diametros 21<5mm.

2. La viabilidad post descongelacion de ovocitos en bovinos criollos
de diametro folicular D1 no tuvo una diferencia significativa (p>0.05) con
respecto al D2.

3. Es factible criopreservar ovocitos de bovinos criollos afin de
conservar el valioso material genético, para ser utilizados en futuros
trabajos de fecundacion in vitro, clonacion y la creacion de bancos de
germoplasma; pues necesitamos al ganado criollo para recuperar
genes favorables como el de adaptabilidad a la altura, rusticidad,
sobriedad e implementar programas de cruzamiento alterno para hacer

ganaderia en nuestra sierra.



4.2 RECOMENDACIONES

1. Para posteriores trabajos realizar evaluacion de viabilidad mas
sofisticados como pruebas tincion: Fluorocromo Diacetato de
Fluoresceina (actividad enzimatica), loduro de Propidium (integridad de
la membrana), prueba de TUNEL (Terminal Deoxinucleotidyl
Transferase dUTP Nick end Labeling) que consiste en detectar la
cascada de sefiales apoptéticas que causan la fragmentacion del ADN
etiguetando el extremo de los &cidos nucleicos asimismo cultivos de
maduracion y fecundacion in vitro para ver reanudacion del proceso

meiotico.

2. Realizar trabajos de congelacion segun edad o etapa reproductiva
de las vacas.

3. Realizar trabajos de criopreservacién de ovocitos segun ecotipos
del vacuno criollo ayacuchano.

4. Realizar trabajos de congelacion de ovocitos maduros e inmaduros.

5. Realizar trabajos de congelacién versus vitrificacion segun

diametro folicular.

6. Realizar trabajos de criopreservacion de gametos en bovino criollos

y asi crear bancos de germoplasma para futuros trabajos.
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ANEXO



Anexo 1: Principales morfotipos del criollo ayacuchano en el Matadero de Quicapata Ayacucho-2016

FUENTE: PROPIA
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Anexo 2: Materiales para bisqueda y seleccién de ovocitos

FUENTE: PROPIA

Anexo 3: Materiales para evaluacion post descongelacion de ovocitos

FUENTE: PROPIA
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Anexo 4: Proceso de tincién por exclusion azul de tripan en ovocitos obtenidos de bovinos criollos

FUENTE: PROPIA

Anexo 5: Ovocitos post descongelacion de diametros D1 en bovinos criollos del Matadero de Quicapata
Ayacucho-2016.

A-B-C-D-E-F-G-L-M-N ovocitos viables K-H-1-J no viables

FUENTE: PROPIA
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Anexo 6: Ovocitos post descongelacion de diametros D2 en bovinos criollos del Matadero de Quicapata
Ayacucho-2016.

O-P-Q-R-S-T-U-V-W-X-Y-Z ovocitos viables

FUENTE: PROPIA

Anexo 7: Ovocitos post descongelacion de diametros D3 en bovinso criollos del Matadero de

Quicapata Ayacucho-2016.

G ovocito viable A-B-C-D-E-F- | no viable

FUENTE: PROPIA
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Anexo 8: Dafios morfolégicos en ovocitos post descongelacién en bovinos criollos del Matadero de

Quicapata Ayacucho-2016.

1.ovocito con citoplasma extruido 2. ovocito con zona pelicida fragmentada
3.ovocito con presencia de cristales citoplasmaticos 4. ovocito con citoplasma
fragmentado 5. citoplasma con ruptura de zona pelGcida y exposicion del
citoplasma 6. ovocito con citoplasma protruido.

FUENTE:PROPIA

Anexo 9: Coleccién de ovarios por dia en el Matadero de Quicapata-Ayacucho-2016

Fecha N° de vacas N° de ovarios
07-07-16 4 8
09-07-16 5 10
14-07-16 4 8
17-07-16 10 20
21-07-16 10 20
08-08-16 11 22
12-08-16 8 16
13-08-16 12 12
21-08-16 10 20
02-09-16 9 18
04-09-16 13 26
TOTAL 96 192

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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Anexo 10: Preparacion de solucién salina al 0.9 %

INSUMOS CANTIDAD 11
NaCl 90 gr
Gentamicina 100ul
Agua destilada enrazar

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Anexo 11: Preparacién de medio de manipulacién

INSUMOS CANTIDAD 40 ml
PBS 39.2 ml enrazar
SFB (2%) 800 ul

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Anexo 12: Microscopio Accu -Scope®

FUENTE:PROPIA
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Anexo 13: Estereoscopio Nikon®

FUENTE:PROPIA

Anexo 14: Congeladora Freeze Control CL 5500 Cryologyc®

FUENTE:PROPIA

Anexo 15: Registro de coleccion de ovarios y ovocitos de bovinos criollos del Matadero de
Quicapata Ayacucho-2016
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DIAMETRO >1mm< 3mm DIAMETRO >3mm< 5mm DIAMETRO >5mm< 7mm
FECHA N° DE CALIDAD i VIABILIDAD PO§T CALIDAD ) VIABILIDAD PO§T CALIDAD ) VIABILIDAD PO§T
ANIMALES |[PRECONGELACION| DESCONGELACION PRECONGELACION |DESCONGELACION| PRECONGELACION |DESCONGELACION
A |B|TOTAL|E[B|R| M | A| B [TOTAUE|B|R| M A |B|TOTAL|E|B|R| M
07/07/2016 4 2 |5 7 (1]2|1| 3
09/07/2016 5 5| 5 10 [3[3]3]| 1 3 1 2
14/07/2016 4 12 12 63| 3|6 4 10 [3[3]3]| 1
17/07/2016| 10 30|6| 36 |4|14|10] 8 |36 16 | 52 |15[14|11| 12 2 |3 5 (1|12 1
21/07/2016] 10 20|11 31 |3|13|11| 4 |16| 8 24 |4]10/7| 3 7 |3 10 33 4
08/08/2016] 11 57| 22 3] 9 5| 9 14 |2|5]|5] 2 2 |3 5 212 1
12/08/2016 8 3|4 7 1313 4 | 4 8 6 2 3 |5 8 3|5
13/08/2016| 12 417! 1 63| 2 3 3 1 2
21/08/2016] 10 39| 12 6|6 10| 3 13 [3]4]6
02/09/2016 9 5|4 9 6|3 11| 8 19 [6]6]7 3 1|2
04/09/2016| 13 10 10 [2|a]2]| 2 4 |2 6 212 2
TOTAL 96 |102[48] 150 [10|71|50| 19 | 93| 57 | 150 [36|51|42] 21 | 23 [27] 50 [2[16[17] 15

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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