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Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar la influencia de la ciclicidad de la
hembra bovina sobre la tasa de recuperacién y competencia de ovocitos sometidos
a maduracion y fertilizacion in vitro (FIV). Pares de ovarios de cada animal fueron
obtenidos de manera individual en un matadero local. Inicialmente fueron
clasificados de acuerdo a la presencia de cuerpo luteo (CL), como provenientes de
vacas ciclicas (VC) y en ausencia de CL, como procedentes de vacas no ciclicas
(VNC). Posteriormente, para establecer la influencia directa del CL, los ovarios se
clasificaron en tres grupos diferentes, ovarios originarios de vacas no ciclicas
(NCL), ovarios con presencia de CL (CL+), ovarios provenientes de VC, pero sin
presencia de (CL-). En cada una de las clasificaciones propuestas fueron realizados
dos experimentos. El primero consistid en recuperar los ovocitos por ovario por
grupo experimental, y evaluar la calidad del ovocito. Posteriormente, los ovocitos
de calidad 1 y 2 se sometieron a maduracion in vitro (MIV). A las 7, 14 y 22 horas,
10 a 15 ovocitos fueron coloreados con tincion de orceina al 2% para evaluar la
maduracion nuclear. En el segundo experimento, ovocitos de calidad 1 y 2 fueron
recuperados de los ovarios y se fertilizaron con espermatozoides de toro Brahman
durante 18 horas en FIV. Los zigotos fueron cultivados in vitro (CIV), en co-cultivo
con celulas de cimulus durante 7 dias en condiciones de MIV y FIV. Se evaluo la
tasa de clivaje y la tasa de blastocistos el dia 4 y 6 del CIV respectivamente. El
primer experimento reveld una mayor recuperacion de ovocitos de ovarios VNC,
recuperando un mayor nimero de ovocitos por ovario de calidad tipo 1. En la
maduracion nuclear, los ovocitos de ovarios VC tuvieron una mayor y mas
avanzada maduracion nuclear, no obstante, al evaluar los ovarios en forma
individual, los ovocitos recuperados de ovarios CL+, presentaron una baja
competencia meidtica. En el segundo experimento, la tasa de clivaje fue mayor en
los ovocitos de ovarios VC comparado con VNC, sin embargo, la tasa de blastocisto
fue mas alta en los embriones producidos a partir de ovocitos recuperados de
ovarios VNC. Se concluye para el efecto del CL sobre la recuperacion, la calidad y
competencia ovocitaria, que los ovocitos provenientes de ovarios con CL tuvieron

una competencia ovocitaria inferior en comparacion con los ovocitos provenientes



de ovarios sin CL, sugiriendo que la presencia del CL en los ovarios afecta la

produccion in vitro de embriones en la especie bovina.

Palabras clave: Recuperacion ovocitaria, calidad morfoldgica de CCOs,

competencia ovocitaria, maduracion ovocitaria, tasa clivaje, tasa blastocisto.



Abstract

The aim of the study was to determine the influence of the cyclicity of the
bovine female regarding the recovery rate and the oocyte competence in oocytes
subjected to maturation and in vitro fertilization (IVF). Cow ovaries were collected
at a local slaughterhouse and classified according to the presence of corpus luteum
(CL) as cyclic cow (CC) or as non-cyclic cow (NCC) in the absence of CL. To
establish the influence of the CL on oocyte quality, the ovaries were classified in
CL+, CL- and non-CL (NCL). Two experiments were conducted. The first
evaluated oocyte recovery and quality. Afterwards, quality 1 and 2 oocytes were
submitted to in vitro maturation (IVM). At 7, 14 and 22 hours, 10 to 15 oocytes
were stained with orcein 1% to evaluate nuclear maturation. In the second
experiment, quality 1 and 2 oocytes were recovered and fertilized with Brahman
bull sperm during 18 hours in IVF. The zygotes were in vitro co-cultured (IVC),
during 7 days. Cleavage and blastocyst rate were evaluated at day 4 and 6 of IVC.
The first experiment revealed superior oocyte recovery from NCC ovaries,
recovering more type-1 oocytes per ovary. In the nuclear maturation, the oocytes
from CC ovaries had a greater nuclear maturation, although the oocytes recovered
from ovaries with a CL, presented lower meiotic competence. In the second
experiment, the cleavage rate was greater in oocytes from CC ovaries than NCC
ovaries, however, the blastocyst rate was higher in the embryos from NCC ovaries
than CC ovaries. We concluded that, oocytes recovered from ovaries with a CL had
inferior oocyte competence than oocytes originated from ovaries without CL,
suggesting that the CL could influence oocyte competence and therefore the

outcome of in vitro embryo production in bovine species.

Keywords: oocyte retrieval, oocyte competence, morphologic quality of

cumulus oocyte complexes, oocyte maturation, cleavage rate, blastocyst rate.
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Capitulo |

Introduccion

La produccion in vitro de embriones (PIV) es una herramienta
biotecnolodgica de la reproduccion asistida que brinda la posibilidad de acelerar el
progreso genético de los animales, implicando una amplia recuperacion de
embriones de hembras genéticamente superiores, para que produzcan un mayor
namero de crias, lo que no seria posible mediante el apareamiento tradicional
(Godke, et al., 2014). No obstante, a pesar de los esfuerzos realizados en los Gltimos
afios, esta biotecnologia presenta una alta variabilidad en los resultados, la tasa
promedio de produccion de embriones hasta el estado de blastocisto no supera el
40,6% segun datos la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones
(International Embryo Transfer Society “IETS”) (Baruselli et al., 2015), resultados
que contrastan con lo observado en condiciones in vivo, donde lo niveles de

desarrollo a blastocisto alcanzan un 80% (Rizos et al., 2002).

Para la produccién in vitro de embriones se pueden utilizar ovocitos
provenientes de vacas vivas, a traves de la aspiracion folicular transvaginal guiada
por ultrasonografia (ovum pick up [OPU]) o de ovarios de vacas faenadas. En cada
sesion de OPU, comunmente se obtiene una poblacion muy heterogénea de ovocitos
con diferentes potenciales de desarrollo, hecho que pudiese contribuir a la
variabilidad y la ineficiencia de los resultados sefialados anteriormente. Sin
embargo, esta técnica posibilita maximizar el aprovechamiento de ovocitos que
fisiologicamente sufren atresia, pero que poseen potencial de produccion de
embriones en el laboratorio (Bousquet et al., 1999). En este caso, estudios
realizados promueven que la puncién folicular post-superovulacion puede ser una
alternativa viable, pues existe la posibilidad de incrementar la produccion de
embriones en el intervalo entre superovulaciones, hecho que se demostro en vacas
sometidas a la puncion folicular seriada, después del tratamiento de superovulacion,
presentando un aumento en la calidad de los ovocitos recolectados (Pfeifer et al.,

2011). En diferentes estudios de esta area, el desarrollo in vitro de los embriones
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de ganado, se ha visto afectado por factores extrinsecos e intrinsecos de los
ovocitos, que pueden interferir en la fertilizacion y desarrollo hasta la etapa de
blastocisto (Rizos et al., 2002). Entre los factores intrinsecos se dice que la
presencia de un foliculo dominante tiene un efecto inhibidor sobre el desarrollo de
otros foliculos a través de la secrecion de inhibina y estradiol (Wolfsdorf et al.,
1997; citado por Ramos et al., 2010). Por otro lado, se describi6 que los ovocitos
derivados de foliculos subordinados tienen menos capacidad de convertirse en
embriones sanos que los ovocitos derivados de foliculos en crecimiento
(Hendricksen et al., 2004). En la literatura se reportan protocolos de aspiracion
folicular en diferentes dias del ciclo estral, donde el uso del estradiol en asociacion
con progesterona para la sincronizacion de la onda folicular tiene un efecto
inhibidor sobre el desarrollo folicular (B0 et al., 2002) y sobre su capacidad para
inducir atresia folicular mediante la inhibicion de la liberacién de FSH (Caccia and
B, 1998; Sartori et al., 2003; Ramos et al., 2010). Sin embargo, hay estudios que
evaluaron el mejor momento o intervalo para realizar la técnica de OPU, usando
este tipo de protocolos para sincronizar los patrones de emergencia de la onda
folicular. Los resultados mostraron un mayor efecto en la supresion de FSH y la
aparicion de una nueva onda folicular, pero no se pudo evitar o retrasar el
establecimiento de la dominancia folicular, estos tratamientos no mejoraron el
nimero y la calidad de los ovocitos recuperados o el nimero de embriones
producidos (Ramos et al., 2010). Teniendo en cuenta estas afirmaciones, es amplio
el conocimiento sobre el desarrollo folicular y los efectos que pueden tener la fase
del ciclo estral sobre la recuperacion de ovocitos y la contribucion para mejorar la
eficacia de la PIV. Fisioldgicamente el ovocito que sera fertilizado proviene de
foliculos sanos, no obstante, los CCOs recolectados para la PIV se obtienen de
foliculos sin tener en cuenta la fase folicular; por lo que pueden estar sometidos a
diferentes niveles de estradiol, progesterona, FSH y LH. La progesterona
plasmatica tiene efecto sobre la cantidad y calidad de los ovocitos, ya que permite
que el foliculo esté expuesto un periodo prolongado a pulsos de LH de baja
amplitud, dando como resultado ovocitos de buena calidad (Penitente-Filho et al.,
2015). Sin embargo, estudios mas recientes evaluaron el impacto del cuerpo luteo

(CL) en la calidad de ovocitos bovinos, mostrando que la presencia del CL tenia un
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efecto negativo sobre la competencia de desarrollo de los ovocitos ipsilaterales
comparado con aquellos colectados de ovarios que no tenian CL (Hajarian et al.,
2016). Por otra parte, se sugirio que el fluido folicular en ovarios de ovinos sin CL,
es mas apropiado para la maduracion de oovocitos en comparacion con el fluido
proveniente de ovarios con CL (Shabankareh et al., 2010). Después de la formacion
del CL, se forman nuevos vasos sanguineos para su desarrollo, y el CL recibira
mayor flujo sanguineo comparado con otras zonas del ovario (Shabankareh et al.,
2013). Por tanto, la disminucion en el flujo sanguineo a las células foliculares en
los ovarios con CL produciria un suministro reducido de gonadotropinas y otros
productos bioquimicos sistémicos y factores hormonales necesarios para el

desarrollo folicular (Acosta and Miyamoto, 2004; Hajarian et al., 2016).

La calidad de los ovocitos que ingresan al proceso de maduracion in vitro
(MIV), tiene influencia directa en la proporcién de blastocistos que podrian ser
obtenidos al finalizar el procedimiento, asi, la calidad de los embriones producidos
depende de las condiciones en las cuales se desarrolla el periodo de cultivo (CIV)
(Lonergan and Fair, 2008). Unos autores apoyan la idea de que la calidad de los
ovocitos puede ser mas importante para el éxito del PIV que las condiciones de
cultivo in vitro (Penitente-Filho et al., 2015). Ademas, se han desarrollado estudios
para distinguir los complejos cumulo-ovocito competentes (CCOs) de los
incompetentes (De Wit et al., 2000). En este sentido, es posible inferir que la
eficiencia de la PIV depende en gran medida de la calidad de las materias primas
utilizadas para la produccion de los embriones, en otras palabras, la capacidad que
tengan los ovocitos para completar el proceso de maduracion, ser fertilizados y

desarrollarse como embriones viables (Landinez et al., 2010).

Ha sido postulado que la calidad de los ovocitos depende de la calidad de
los foliculos en los cuales estos se desarrollan (Penitente-Filho et al., 2015). Por su
parte, la calidad de los foliculos esta directamente influenciada por la dindmica
folicular presente en los ovarios, lo que obliga a la coexistencia, en un mismo
periodo de tiempo, de foliculos saludables y en crecimiento, y de foliculos en

diferentes grados de degeneracion o atresia (Pfeifer et al., 2011). Asimismo,
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estudios realizados en esta area indican que el estado nutricional, el estado
fisiologico, la edad (Yamamoto et al., 2010), la etapa del ciclo estral (Tan and Lu,
1990; Wurth et al., 1994), los niveles hormonales (Kruip and Dieleman, 1982) y
otros factores inherentes a las vacas donadoras, pueden afectar la capacidad de
desarrollo posterior de los ovocitos. Sin embargo, la completa identidad de los
factores que determinan la competencia ovocitaria no ha sido totalmente dilucidada,
y otros eventos no identificados podrian interferir en este aspecto.

Algunas veces, en sistemas de produccion in vitro de embriones lo ovocitos
que se utilizan provienen de ovarios de animales sacrificados en frigorificos, de los
cuales se desconoce su historia reproductiva y la etapa del ciclo estral, por lo que la
calidad de los ovocitos recolectados es variable. A pesar de que se han estudiado
ampliamente diferentes factores asociados con la heterogeneidad en la competencia
de desarrollo de los ovocitos colectados de foliculos en crecimiento, todavia, sigue
siendo un reto para el éxito de la maduracion in vitro (IVM) y la tasa de desarrollo
embrionario (Hajarian et al., 2016).

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, el objetivo de este trabajo
fue investigar si existe una relacion entre el estatus ovarico de las hembras bovinas
donadoras sobre la competencia nuclear de los ovocitos, la tasa de clivaje y la
produccion de blastocistos in vitro.

Hipotesis

La calidad y la cantidad de ovocitos recuperados en cada sesion de
aspiracion folicular varian en funcién del estatus ciclico de hembras bovinas
donadoras, siendo una consecuencia directa de la presencia o ausencia del cuerpo
luteo al momento de realizar el procedimiento y su posterior sometimiento a

maduracion y fertilizacion in vitro.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la influencia de la ciclicidad de la hembra bovina y la presencia
del cuerpo lateo en el ovario sobre la tasa de recuperacién y la competencia de los

ovocitos recuperados y sometidos a maduracion y fertilizacion in vitro.

Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de la ciclicidad de las vacas sobre la tasa de
recuperacion y la calidad morfolégica de los complejos cumulus-ovocitos
recuperados.

2. Determinar la relacion entre la ciclicidad y la competencia nuclear y
citoplasmatica de los ovocitos.

3. Evaluar el efecto de la presencia del cuerpo lGteo sobre la tasa de
recuperacion, la calidad y la competencia nuclear de los ovocitos durante la

maduracion y la fertilizacion in vitro.
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Capitulo 2

Materiales y métodos

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Cooperativa de
Colombia (UCC), ubicado en el Centro Académico Agropecuario Guatiguara. El
centro se localiza en el municipio de Piedecuesta (Santander, Colombia). Para esta
investigacion fueron utilizados ovarios recolectados de hembras bovinas faenadas
en el frigorifico Rio Frio, ubicado entre los municipios de Floridablanca y Girdn
(Santander, Colombia). Para el presente estudio no se tomo en cuenta la edad, la

raza, ni la condicién corporal de los animales.

Recoleccidon y transporte de los ovarios

Inmediatamente después del sacrificio, los ovarios recuperados fueron
separados por pares correspondientes al mismo animal. El transporte de las piezas
fue realizado en recipientes con aislamiento térmico el cual contenia solucion salina
fisioldgica (NaCl) al 0,9% suplementada con antibiéticos (penicilina G [100Ul/mL]
/Sulfato de estreptomicina [100pg/mL]), a una temperatura de 25 °C monitoreada
permanentemente, (Figura 1). El traslado de los ovarios hasta el laboratorio de

Reproduccién Animal fue realizado en un tiempo menor a 3 horas.

Figura 1 Ovarios de matadero separados en bolsas zip-lock
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Grupos experimentales

Una vez en el laboratorio, para la primera fase del experimento, los ovarios
fueron clasificados y separados en dos grupos distintos, segin el presunto estatus
ciclico: pares de ovarios con presencia de un cuerpo luteo (en alguno de ellos),
fueron clasificados como ovarios procedentes de hembras ciclicas (VC), y pares de
ovarios sin presencia de cuerpo Luteo ni foliculo dominante (> 10 mm), fueron
clasificados como ovarios de hembras no ciclicas (VNC).

En la segunda fase experimental, y con el objetivo de evaluar el efecto del
cuerpo lateo (CL) sobre las tasas de recuperacién y competencia ovocitaria, los
ovarios del grupo VC fueron individualizados, y pasaron a formar dos grupos
diferentes: 1. Ovarios con cuerpo luteo (CL+): Ovarios con presencia de un cuerpo
liteo con apariencia funcional, como se describié anteriormente, 2. Ovarios sin
cuerpo lateo (CL-): Ovarios sin presencia de un cuerpo luteo, provenientes de vacas
ciclicas, y 3. Ovarios de animales clasificados inicialmente como provenientes de

VNC, continuaron en un mismo grupo, ahora denominado (NCL).

Recuperacion de los complejos camulus-ovocitos (CCOs).

Los ovarios fueron lavados en el mismo tipo de solucion utilizada para el
transporte, precalentada a 37°C y todos los tejidos sobrantes fueron retirados de los
ovarios (Mayes y Sirard, 2001).

La recuperacién de los complejos cumulus-ovocitos (CCOs) se realizd
mediante aspiracion folicular con una aguja calibre 18G x 12 acoplada a una
jeringa de 5mL. El liquido folicular obtenido fue depositado en tubos cdnicos para
centrifuga (Falcon®, Franklin Lakes, USA) con capacidad de 50mL, y dejado en
reposo durante 10min, con el objetivo de permitir que los CCOs presentes se
decantaran (Figura 2). Para la basqueda, el sedimento fue depositado en una caja
de Petri (Falcon®, Franklin Lakes, USA) de 96mm con la ayuda de una Pipeta
Pasteur plastica (Biosigma®, Valletta, Italia). La recuperacion se realizé bajo lupa
estereoscopica (Leica Zoom 2000®, Buffalo, USA) a 250 X.
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Figura 2. Liquido folicular con sedimento rico en complejos camulus-
ovocitos

Todos los CCOs recolectados de los ovarios fueron clasificados en cuatro
calidades diferentes teniendo en cuenta la apariencia de células del cumulus y del

citoplasma de los ovocitos, de acuerdo con lo descrito por Leibfried y First (1979):

Tipo 1: CCOs con mas de tres capas compactas de células del cumulus,
citoplasmas homogéneos y completos dentro de la zona peldcida.

Tipo 2: CCOs con menos de tres capas de células de cumulus, compactas
0 cubiertas parciales; citoplasmas homogéneos con zonas oscuras dentro.

Tipo 3: cubiertas celulares expandidas, dispersadas en una matriz oscura

en forma de telas de arafia, con citoplasmas irregulares en la mayor parte de los

casos.
Ti[:_)o 4: con residuos de células del cumulus o desnudos, rodeados

Gnicamente por la zona pellcida y con citoplasmas regulares o irregulares.

Maduracion in vitro de los ovocitos.

Los CCOs clasificados como tipo 1y tipo 2 fueron colocados en medio de
maduracion, que consistié en TCM-199 (Medio de cultivo para tejidos, SIGMA),
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suplementado con 1,0mg/mL de alcohol polivinilico (PVA); 4,4mg/mL de piruvato
de sodio; 4mg/mL de Glutamina; 3mg/mL de &cido ascorbico; 0,2mg/mL de
myoinositol; 50ul/mL de estreptomicina; 50UlI/mL de Penicilina; 100mM de
cisteamina; 2,2mg/mL de bicarbonato de sodio, 0,05Ul/mL de hMG
(gonadotropina menopéausica humana con actividad FSH y LH) y 10% de suero
fetal bovino (SFB). Luego de la elaboracion del medio de maduracion se realizaron
las microgotas correspondientes para cada grupo experimental. Para ello se
tomaron, bajo cabina de flujo laminar, cajas de Petri estériles de 33mm (Falcon®,
Franklin Lakes, USA) y con micropipeta (capacidad de 10 - 100uL) se hicieron 5
gotas de 100uL de medio de maduracion en cada caja de Petri, siendo recubiertas

por aceite mineral (SIGMA) previamente filtrado.

Las 5 gotas/caja de Petri fueron distribuidas para cada uno de los
tratamientos de acuerdo con el experimento y sus respectivas repeticiones, fueron
Ilevadas a la incubadora para permitir su acondicionamiento en ambiente del 5% de
CO. y temperatura de 38,5°C, durante un tiempo minimo de 2 h antes de la

obtencion de los CCOs.

Los CCOs seleccionados fueron lavados 5 veces en gotas de 100p! de medio
de lavado (TCM/HEPES), y luego fueron distribuidos en grupos de 20 CCOs/gota
de medio de maduracion previamente equilibrados (Figura 3). La maduracion fue
realizada en incubadora a 38.5°C, 95% de humedad y 5% de CO>, durante 22 h.
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(A) (B)

Figura 3. (A)- gotas con medio de maduracion-(B)- gotas con medio de
lavado

Evaluacion de maduracion nuclear.

Para la evaluacion de la maduracion nuclear 10 de los CCOs, de cada una
de las gotas correspondientes a cada grupo experimental, fueron retirados a las 7,
14y 22h de cultivo. Los CCOs se depositaron en una caja de Petri de cuatro pozos
(Falcon®, Franklin Lakes, USA) con 500uL de solucion PBS (ViGro®, Bioniche)
en cada uno de ellos. Posteriormente se procedid a retirar las células del cumulus
de forma mecénica con ayuda de una pipeta de 200puL, siempre observando en la
lupa estereoscépica (200X) para tener mejor control durante el desnudamiento
(Figura 4), y asi, evitar rupturas en la membrana del ovocito o insuficiente

desnudamiento que dificultara la posterior evaluacion.
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(A) (B)

Figura 4. (A)- Desnudamiento de los ovocitos en caja de 4 pozos;( B)- fijacion
de los ovocitos en la lamina, para someterla a una solucion fijadora.

Después del desnudamiento, los ovocitos fueron lavados para quitar el
exceso de células del cimulus que quedaron sueltas en el medio en el cual se
desnudaron; para esto, los ovocitos se pasaron por 4 gotas de PBS, siempre
manteniendo separado cada grupo experimental. Una vez lavados, los ovocitos
fueron montados entre lamina y laminilla (portaobjeto y cubreobjetos) en una gota
de 2L de PBS. Fue utilizada silicona liquida para su fijacion y se ejercio suficiente
presion para evitar la salida de los ovocitos durante la posterior manipulacion.

Se preparé una solucion fijadora compuesta de acido acético y etanol al 90%
en una proporcion de 1:3 respectivamente. Los ovocitos destinados a la evaluacion
de la maduracion nuclear fueron sumergidos en esta solucion, y permanecieron alli
durante 24 h en nevera a 5°C. Seguido de esto, se procedié a realizar la coloracion
con orceina acética al 2 %, para este propdsito, la solucion de orceina se aplicé por
un lado de la laminilla con ayuda de una pipeta Pasteur y por el otro lado se puso
un papel absorbente para ayudar a pasar por capilaridad el colorante y asi lograr una

tincién homogénea de los ovocitos (Prentice-Biensch et al., 2012).
Después de la tincion, se contabilizaron cinco minutos, y posteriormente se
realizé el lavado del exceso de colorante con la misma solucion fijadora (Figura 5),

realizando el mismo procedimiento empleado en la coloracion de las laminas.
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Luego del lavado, se sellaron los espacios entre la Iamina y la laminilla utilizando
esmalte con el propdsito de evitar el secado de los ovocitos.

(A) (B)

Figura 5 (A)- tincidn orceina acética al 2% por capilaridad; (B)- lavado
solucion fijadora &cido acético-etanol

Se realizd la evaluacion de la configuracion de la cromatina, para
determinar en qué fase de meiosis se encontraban los ovocitos, bajo microscopio
optico (Zeiss ®, Jena, Alemania) a 400X, donde se tuvieron en cuenta los criterios
de maduracion in vitro (Gottardi and Mingoti, 2009). Tras observar la configuracion
de la cromatina, los ovocitos fueron clasificados en alguna de las siguientes fases
de la meiosis: Vesicula germinativa (VG), Quiebre de vesicula germinativa (QVG),
Metafase | (MI), Anafase | (ANA 1), Telofase | (TEL I) y Metafase Il (MII).

Vesicula germinativa (VG): Se caracteriza por la presencia de una

membrana nuclear visible. La cromatina esta dispuesta alrededor del nucléolo,
caracterizada por una distribucion irregular en estados iniciales y condensacion de
los cromosomas en estados méas avanzados. Este estado es indicativo de inmadurez
celular (Figura 6). (Gottardi and Mingoti, 2009).
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Figura 6. Ovocito bovino en estado de Vesicula Germinativa. Se observa
detalle de la cromatina (a) y membrana nuclear (b). Tincion con aceto orceina al
2%. 400x.

Ruptura _de la vesicula germinativa (RVG): Desaparece la

membrana nuclear y la cromatina se observa en un alto grado de condensacion. Los
cromosomas forman una agrupacién individual y en ocasiones es posible observar

vestigios de la membrana nuclear (Figura 7). (Gottardi and Mingoti, 2009).

Figura 7. Ovocito bovino en estado de Vesicula Germinativa. Se observa
detalle de la cromatina (a). Tincién con aceto orceina al 2%. 400x.

Metafase | (MI): Comparado al estado anterior se encuentran menos

condensados los cromosomas Yy distribuidos en forma de puntos pequefios que en
conjunto presentan un formando circular. Alternativamente los cromosomas pueden
presentarse formando una fila (Figura 8). (Gottardi and Mingoti, 2009).
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Figura 8. Ovocito bovino en estado de Metafase I. Se observa detalle de la
cromatina condensada (a). Tincidn con aceto orceina al 2%. 400x.

Anafase | (ANA 1): En este estado los cromosomas comienzan a

dividirse en dos grupos, presentando la apariencia de estar siendo halados para
extremos opuestos (Figura 9). (Gottardi and Mingoti, 2009).

Figura 9. Ovocito bovino en estado de Anafase I. Se observa detalle de la
separacion de los cromosomas hacia los polos opuestos de la célula (a) (b) unidos por
las fibras del huso (c). Tincion con aceto orceina al 2%. 1000x.

Telofase | (TELI): Los dos grupos de cromosomas se presentan

altamente condensados y completamente separados (Figura 10). (Gottardi and
Mingoti, 2009).
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Figura 10. Ovocito bovino en estado de Telofase I. Se observa detalle de los
dos grupos de cromosomas condensados (a). Tincién con aceto orceina al 2%. 400x.

Metafase 11 (MII): En este estadio uno de los grupos de cromosomas
estd condensando y presenta la apariencia descrita para la Ml y el otro grupo de
cromosomas, correspondiente al primer corpusculo polar, permanece agrupado
(Figura 11) (Xu and Oreve, 1986; Sirard et al., 1986).

Figura 11. Ovocito bovino en estado de Metafase I1. Se observan los dos
grupos de cromatina. Uno condensado (a) y otro correspondiente al corpusculo
polar (b). Tincién con aceto orceina al 2%. 400x.

Fertilizacion in vitro (FIV).

Los CCOs no seleccionados para la evaluacién de la maduracion nuclear,
fueron llevados para seguir el proceso de fertilizacién in vitro, para este
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procedimiento se utilizaron pajuelas de semen congelado de un mismo toro
Brahman de fertilidad comprobada. EI semen fue sometido a un procedimiento de
seleccion y lavado por gradiente de Percoll. (Matas et al., 2011)

Preparacion de las columnas de Percoll y manejo del semen para la FIV: Se
prepararon los tres gradientes de Percoll (90, 60 y 30%), en un tubo de
microcentrifuga realizando tres columnas, cada una con 300ul con los debidos
gradientes, depositando el Percoll 90% en el fondo seguido por el de 60% y

finalizando con el de 30% (Figura 12).

Figura 12. Columnas de Percoll (Gradientes 90, 60 y 30%0).

Se descongelaron las pajuelas en bafio Maria a temperatura de 35°C durante
40 segundos, el semen descongelado se depositd en un tubo de microcentrifuga, y
de ahi se depositdé 100 ul de semen en la parte superior de las tres columnas de
Percoll, para ser centrifugado durante 3 minutos a 810g (centrifuga minispin,
Eppendorf®, Hamburg).

Se tomo del fondo del tubo 100uL de pellet, y se transfirio a un tubo para
microcentrifuga con 1mL de medio para lavado de espermatozoides (Talp lavado)
y fue sometido a una segunda centrifugacion durante 45 segundos a 400g.
Posteriormente se realizd el conteo de espermatozoides (Spz) en camara de

Neubauer para determinar la concentracion espermatica, mediante una dilucion en
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agua en una proporcién de 1/20. Establecida la concentracion, se procedio a
fertilizar los ovocitos con una concentracion de 2 x 10° espermatozoides/ml

Se utilizé el medio de fertilizacion SOF-BSA suplementado con 20uL de
PHE (D-penicilamina 20uM, hipotaurina 100uM, epinefrina 1uM) y 20uL de
heparina (20 mg/mL) por cada 1000uL de solucion. El medio de fertilizacion
suplementado fue equilibrado a 38.5°C, 95% de humedad y 5% de CO2 por 3 horas.
Se prepararon microgotas de 90uL cubiertas de aceite mineral (Sigma, USA),
correspondientes para cada grupo experimental.

Seguidamente se lavaron los ovocitos en gotas de 100uL de medio de lavado
y por dos gotas correspondientes al medio de fertilizacion pre-incubado. Se
colocaron 20 ovocitos en cada gota de fertilizacion (Figura 13), el cultivo de los
ovocitos madurados con las células espermaticas se realiz6 durante 18 a 20 horas a
38.5°C, 95% de humedad y 5% de CO2), (Rizos et al., 2002).

(A) (B)
Figura 13. A, gotas de lavado para FIV; B, gotas de medio de FIV.

Cultivo In Vitro (CIV).

La etapa de cultivo comprendié el periodo de desarrollo de los ovocitos ya
fecundados hasta llegar al estado de blastocitos. Pasadas las horas de la fertilizacion
(18-20hs), se retiraron los ovocitos del medio de fertilizacion y fueron lavados en 3
gotas de medio de lavado (TCM199-HEPES) y pasados por 2 gotas de medio de
cultivo pre-incubado, que fue preparado con medio TCM 199, suplementado con
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4,4mg/mL de bicarbonato de sodio, 10% de suero fetal bovino (SFB), 100UI/mL
de penicilina, 100ul/mL de estreptomicina, 100mM de piruvato de sodio, 100uM
de cisteamina. Posteriormente fueron transferidos a la placa de cultivo previamente
gasificado. Para esta etapa, los embriones fueron colocados en co-cultivo con
células del cimulus, en las mismas condiciones atmosféricas relatadas para las fases
de maduracion y fertilizacion in vitro.

Los presuntos embriones estuvieron en cultivo durante 7 dias, haciendo un
recambio del 50% del medio de cultivo el dia 3 donde se evaluo la tasa de clivaje y
el dia 5 del cultivo, para asi hacer la evaluacion de la tasa de blastocisto que se
determiné el dia 6, 7 y 8 del cultivo.

Evaluacion de la tasa de clivaje y produccion de blastocistos. Para
determinar la tasa de clivaje, a las 48 h de cultivo en cada grupo experimental se
contabilizo el porcentaje de estructuras que presentaron divisiones de clivajes con
respecto al nimero de ovocitos colocados en maduracion.

A los 8 dias de cultivo se determin0 la tasa de blastocistos teniendo en cuenta
el porcentaje de embriones que alcanzaron el estado de blastocisto con respecto al
namero de ovocitos que iniciaron el proceso de FIV y de cultivo.

Disefio experimental

Experimento 1. Evaluacion de la tasa de Recuperacion, calidad
morfoldgica y competencia nuclear y citoplasmatica de ovocitos recuperados de
ovarios provenientes de vacas ciclicas (VC) y no ciclicas (VNC).

En este experimento se evalud la tasa de recuperacion y competencia
ovocitaria de los CCOs obtenidos de ovocitos de ovarios de vacas ciclando y vacas

no ciclando.

Durante este experimento se realizaron 10 colectas (baterias), en las que se

evalud la cantidad de ovocitos o tasa de recuperacion, la competencia ovocitaria
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medida por la calidad morfologica de los CCOs obtenidos y la tasa de maduracion
nuclear, esta Ultima evaluada indirectamente a traves de la tasa de clivaje y

produccién de blastocistos.

Experimento 2. Evaluacion del efecto de la presencia del cuerpo luteo,
sobre la tasa de recuperacion ovocitaria, la calidad morfoldgica de los ovocitos, la
cinética de la maduracion nuclear y la tasa de clivaje y produccion de blastocistos.

Con el objetivo de evaluar el efecto del cuerpo luteo (CL), los ovarios de

\V/C fueron individualizados como se describi6 anteriormente.

Analisis estadistico

Se utiliz6 el test t para comparar el promedio de ovocitos por ovario entre
los grupos experimentales (ovarios de VC y VNC), o se aplico un modelo
Gaussiano de efectos mixtos, donde los efectos fijos corresponden a los grupos
experimentales (ovarios CL+, CL- y NCL) y el efecto aleatorio corresponde al
efecto de colecta. Las comparaciones multiples se realizaron con ajuste de

Benjamini-Hochberg, al nivel de significancia del 5%.

La evaluaciéon de la maduracion nuclear a las 7, 14 y 22 horas, de una
muestra de los ovocitos de calidad 1-2, se llevd a cabo utilizando una prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, donde la respuesta corresponde al porcentaje de
ovocitos que alcanzan cada uno de los estadios de maduracién celular (VG, QV,
MI, ANAI TELI y MlI) por colecta, y los grupos experimentales corresponden a los
ovarios (VC o VNC) o a los ovarios (CL+, CL- y NCL). Se realizaron
comparaciones multiples utilizando la prueba de Wilcoxon Mann Whitney. La
hipdtesis estadistica correspondio a que la diferencia en la mediana del porcentaje
de estadio de maduracion celular era igual a cero, y el nivel de significancia del 5%.
La asociacion del porcentaje de clivaje y el porcentaje de blastocisto de los ovocitos
de calidad 1-2 recuperados en los grupos experimentales ovarios (VC y VNC) u

ovarios (CL+, CL- o NCL). Para este experimento las variables respuesta fueron de
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tipo discreto con dos opciones (clivaje positivo 0 negativo, y blastocisto positivo o
negativo). Se empled el modelo generalizado binomial mixto con efectos fijos
dados por los grupos experimentales, y con efecto aleatorio dado por la colecta,
donde los grupos experimentales fueron (ovarios VC y VNC) o (ovarios CL+, CL-
y NCL), y el efecto aleatorio corresponde al efecto de la colecta. Las comparaciones
maltiples se llevaron a cabo en la escala exponencial, lo que permitio realizar
comparaciones multiples entre los chances de pares de grupos experimentales. Se
probé la hipdtesis estadistica que la razon de chance entre grupos experimentales
era igual a 1, con nivel de significancia del 5%, y ajuste por comparaciones
mdaltiples utilizando el método de Benjamini-Hochberg.

El andlisis del porcentaje de blastocisto se llevo a cabo tanto a partir de los ovocitos
que iniciaron el proceso de clivaje, como a partir de los ovocitos que alcanzaron a
desarrollar clivaje. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el software R versién

3.3.1, con los paquetes multcomp, ggplot2, Ime4.
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Resultados

Experimento 1.

Capitulo 3

Analisis de la recuperacion, calidad morfologica de los

ovocitos y maduracion nuclear en ovocitos de vacas ciclicas (VC) y
no ciclicas (VNC).

Al evaluar el promedio de ovocitos recuperados por ovario, los resultados

mostraron que en los ovarios de VC se recuperaron menos ovocitos por ovario que

en los ovarios de VNC (16,21+1.70 y 29,62+5.36 respectivamente), a lo largo de

todas las colectas. Ademas, se encontrd6 mayor variabilidad en el promedio de

ovocitos recuperados en todas las colectas, en los ovarios provenientes de VNC,

comparado con los ovarios de VC. El méximo y minimo nimero de ovocitos en

los ovarios VC fue de 22,1 y 5,5, en las colectas 10 y 2 respectivamente, mientras

que en los ovarios VNC, el maximo y minimo nimero de ovocitos fue de 55 y 4

ovocitos, en las colectas 3 y 1 respectivamente (Figura 14 y Tabla 1).

Promedio de oocitos por ovario por colecta

40

207

Ciclico

8.7
* 55 .

No ciclico

[ S

12 3 4 5 6 7 8 9 10

12 3 45 6 7 8 910

Colecta

Figura 14. Ovocitos promedio por ovario, por colecta, de ovarios
provenientes de VC versus VNC.
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Tabla 1. Promedio de complejos cimulus-ovocitos recuperados de ovarios
provenientes de vacas ciclicas (VC) y no ciclicas (VNC).

Origen | Colectas | Namero de | Total nimero Ovocitos por ovario
ovarios de ovocitos Media £ EE

VC 10 246 3815 16.21 £ 1.70

VNC 8 38 1067 29.62 + 5.36

EE: Error estandar. 10 colectas, dos grupos experimentales, ovarios provenientes de VC versus VNC.

Para comparar el promedio de ovocitos recuperados por ovario a traves de
todas las colectas, estratificando por calidad del ovocito, solamente se encontraron
diferencias significativas en los promedios de ovocitos recuperados por ovario en
los ovocitos de calidad tipo 1 (P < 0.05), pero no en los ovocitos de calidad 2, 3y
4, teniendo mejor recuperacion de ovocitos tipo 1, los ovocitos obtenidos de ovarios
VNC (Tabla 2).

Tabla 2. Calidad morfoldgica de los ovocitos recuperados a partir de ovarios
provenientes de vacas ciclicas (VC) y no ciclicas (VNC).

Calidad ovocitaria VC VNC
1 3.54+0.362 779+ 1.44"
2 402+0.47°2 8.82+2.13%
3 419+0.58¢2 6.38 £1.632
4 446+0.81°2 6.62+1.30°2
Promedio + EE de proporcion de CCOs distribuidos entre las cuatro categorias de calidad establecidas.
CLglt;ifagistimas en la misma fila indican diferencia significativa (P<0.05). Ovocitos recuperados de 10
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Maduracion nuclear en vacas ciclicas (VC) y No ciclicas

(VNC).

La evaluacion de la maduracion nuclear a las 7 h de cultivo no mostrd

diferencias significativas (P > 0.05) en el porcentaje de maduracion entre los grupos

experimentales cuando fueron comparados los estados de VG (26,5 £ 5,7 vs 36,2 £
13,3) y QVG (52,7 £ 2,7 vs 58,6 £ 11,8) (Tabla 3), sin embargo, en esta hora de

evaluacion fue observada una mayor (P < 0,05) proporcién de ovocitos en el estado

de M1 en el grupo VC en comparacion al grupo VNC. Al evaluar la maduracion

nuclear de los ovocitos a las 14 h y a las 22 h de cultivo, no fueron observadas

diferencias significativas (P > 0,05) entre los grupos experimentales en ninguno de
los estados de la meiosis (VG, QVG, MI, ANA I, TEL I, M II).

Tabla 3. Promedio del porcentaje de la maduracion nuclear de ovocitos

(media + error estandar) a las 7, 14 y 22 horas de los grupos experimentales VC y

VNC.
Estado
dela
meiosis 7 horas 14 horas 22 horas
VvC VNC VC VNC VvC VNC

VG 265+57%36,2+133%| 1,3+082 | 7,2+5,82
QVG 527+272/586+118%|39+19%| 34+21%?
MI 206+4,72% 52+34P |688+25%(56,2+9,228|12,4+3,2%| 145+8,92
ANA | 13,9+4,62|157+4,12| 44+182 3,6+232
TEL I 11,8+3,22117,4+3,32/252+592(205+10,12
MII 57,9+3,2%| 61,3+12°

Promedios + error estandar, (7 colectas). Letras distintas en la misma fila indican diferencia significativa
(P<0.05). Dos tratamientos VC y VNC, en total se procesaron 498 y 245 ovocitos respectivamente por grupo
experimental, para un promedio de 17,69 ovocitos evaluados por colecta, tiempo de maduracion y grupo

experimental.
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Analisis del porcentaje del clivaje y desarrollo de blastocisto

a partir de ovocitos recuperados de ovarios VC y VNC.

La hipdtesis de razdn de chance igual a 1 para el porcentaje de clivaje entre
los grupos experimentales de ovarios VC y VNC se rechaza (1C95%: 1,188, 3,11)
se concluye que los ovocitos de ovarios VC tuvieron mayor porcentaje de clivaje
que los ovocitos de ovarios VNC al nivel de significancia del 5% (Tabla 4).

La hipdtesis de razén de chance igual a 1 para el porcentaje de blastocisto a
partir de ovocitos fecundados entre los grupos experimentales de ovarios VC y
VNC se rechaza (IC 95%: 0.127, 0.367) y se concluye que los ovocitos de ovarios
VC tuvieron un menor porcentaje de blastocisto que los ovocitos de ovarios VNC
al nivel de significancia del 5% (Tabla 4).

La hipotesis de razon de chances igual a 1 para el porcentaje de blastocisto
a partir de los embriones clivados entre los grupos de ovarios VC y VNC se rechaza
(IC 95%: 0,179; 0,678), he indica que los embriones de ovarios VVC tuvieron menor
porcentaje de blastocisto que los embriones de ovarios VNC al nivel de
significancia del 5% (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de clivaje y porcentaje de blastocisto a partir de los
ovocitos puestos a fecundar y de los embriones clivados, en dos grupos
experimentales (VC y VNC).

Clivaje Blastocisto a partir de | Blastocisto a partir de
(%) ovocitos puestos a embriones
fecundar (%) clivados (%0)
VC 57.9+362 184+25° 33+5.1°
VNC 48.9+39° 20.1+3.1° 45+8.7°"
Promedio de ovocitos recuperados, porcentaje de clivaje y de blastocisto a partir del nimero total de ovocitos y a partir
de los clivados. (7 colectas). Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0.05).
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Experimento 2.

Analisis de la

recuperacion,

calidad morfoldgica y

maduracion nuclear en los ovocitos provenientes de ovarios CL+,

CL-y NCL.

En esta seccion se expande el andlisis de la recuperacién y calidad

morfolégica de los ovocitos, cuando se emplean tres grupos experimentales,

ovocitos de ovarios VC con (CL+) y sin (CL-) cuerpo lGteo, y ovocitos de ovarios

VNC (NCL).

La Figura 15y la Tabla 5 presentan la estadistica de los ovarios, ovocitos y

el promedio de ovocitos por ovario obtenidos de ovarios CL+, CL- y NCL, y

evidencia la uniformidad en la recuperacién de ovocitos de colecta a colecta de los

ovocitos de ovarios CL+ y CL- comparados con los ovocitos recuperados de ovarios

NCL.

Promedio de oocitos por ovario por colecta
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Figura 15. Numero de ovarios procesados, ovocitos recuperados, y promedio

de ovocitos por ovario, por colecta, grupos experimentales CL-, CL+y NCL.
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Tabla 5. Promedio de complejos cimulus-ovocitos recuperados de ovarios
provenientes de los grupos experimentales CL-, CL+y NCL.

Colecta NUmero Total nimero Ovocitos por ovario
Grupo ovarios de ovocitos (Media £ EE)
CL- 10 123 1844 1576 £ 1,79
CL+ 10 123 1971 16.67 £ 1,88
NCL 8 38 1067 29.62 + 5,36
EE: Error estandar. Estadistica descriptiva de los ovarios procesados, los complejos cimulus-ovocitos
recuperados y promedio de ovocitos por ovario (10 colectas), tres grupos experimentales CL-, CL+y NCL.

Los contrastes de hipdtesis revelan que para los ovocitos de calidad 1y 2,
los ovario CL+ presentaron un menor promedio de ovocitos recuperados por ovario
que los ovocitos CL- y NCL (P < 0.05), mientras que los ovocitos de calidad 3 y 4
no evidenciaron diferencias significativas entre los grupos experimentales CL-,
CL+y NCL (Tabla 6).

Tabla 6. Calidad morfoldgica de los ovocitos recuperados a partir de los
grupos experimentales ovarios CL-, CL+y NCL.

Calidad ovocitaria CL- CL+ NCL

1 3.69+0.39° 3.38 +0.39"° 7.01+158°2

2 433+042°% 3.70 £ 0.42" 8.82+2.13°%

3 3.84+0.85% 454+0.85% 6.38+£1.63%

4 3.88+£0.91°% 504+0091°2 597+1.40°2
Promedio + EE de proporcién de CCOs distribuidos entre las cuatro categorias de calidad establecidas. Letras
diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (P<0.05). Ovocitos recuperados de 10 colectas.




Maduracion nuclear, tres grupos experimentales CL-, CL+y
NCL.

Al evaluar la maduracion nuclear de los ovocitos a las 7h de cultivo (Tabla
7), no fueron observadas diferencias significativas (P > 0,05) entre los grupos
experimentales en ninguno de los estados de la meiosis (VG, QVG, Ml). Al evaluar
la maduracion nuclear de los ovocitos a las 14 h de cultivo (Tabla 7), no fueron
observadas diferencias (P>0,05) entre los grupos experimentales en los estados de
lameiosis VG, QVG, ANAI. Por otra parte, en el estado de M1 se observé un mayor
(P< 0,05) porcentaje de ovocitos en el grupo CL+ en comparacion a NCL (73 £5.4
vs 56.2 £ 9.6 respectivamente). Por su parte en el estado de TELI hubo un mayor
(P< 0,05) porcentaje de ovocitos pertenecientes al grupo NCL comparandolo con
CL+ (6.7 £ 2.7 vs 27.8 £ 7.1 respectivamente). Con respecto a la evaluacion de la
maduracion nuclear de los ovocitos a las 22 h de cultivo (Tabla 7), no fueron
observadas diferencias (P > 0.05) entre los diferentes grupos experimentales, en los
estados de MI, ANAI, TELI. No obstante, se observo que en el estado de MII el
porcentaje de ovocitos pertenecientes al grupo CL- fue mayor (P< 0,05) que la
presentada en el grupo CL+.

Tabla 7. Promedio del porcentaje de la maduracion nuclear de ovocitos
(media % error estandar) a las 7, 14 y 22 horas de los grupos experimentales CL+,

CL-y NCL.
7 horas 14 horas 22 horas
Estado
de CL+ CL- NCL CL+ CL- NCL CL+ CL- NCL
meiosis
\Ve) 40,1+9,3* | 12,9 +5,1* | 31+12,4* | 1,2+12° | 1,41 4% | 7,2+4,1%
QVG 48,9+6,2° | 56,5%6,4° | 59,1+9,9* | 51+3,4?2 | 2,8+42,8% | 3,4+16°?
MI 10,8+6,6° | 30,5+6,7% | 9,8 +5,4% | 73,3+5,4% | 64,4+5,3% | 56,2+9,6 ° | 18,56,2% | 6,3+2,9% | 14,5+8,9?
ANA | 13,7+3,9* | 14,3+6,7* | 16,3+3,4°% | 6,3+2,8* | 3,4+2,3% | 3,6%+2,3%
TEL I 6,7+2,7° | 16,945,6% | 27,847,1% | 33,4+8,5% | 17,1+6,4% | 20,5+10,1%
M Il 45,6+2,3° | 73,246,4% | 61,3+12%
Promedios + error estandar, (7 colectas). Letras distintas en la misma fila indican diferencias significativas
(P<0.05). Tres tratamientos CL-, CL+y NCL, en total se procesaron 239, 259 y 245 ovocitos respectivamente
por grupo experimental, para un promedio de ovocitos 12,3 ovocitos evaluados por colecta, tiempo de
maduracion y grupo experimental.
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Analisis del porcentaje del clivaje y desarrollo de blastocisto

a partir de ovocitos recuperados de ovarios CL+, CL-y NCL.

En esta seccion se desarrolla el analisis del porcentaje de clivaje y de
blastocisto en ovocitos recuperados de tres tipos de ovarios: ovarios de VC con
cuerpo luteo (CL+) y sin cuerpo lateo (CL-), y ovarios de VNC (NCL).
Recordamos al lector que estos ovocitos corresponden a los mismos ovocitos
analizados en la anterior seccion, pero en esta seccion el interés consiste en
determinar el efecto no solo del origen del ovocito (ovario de vaca ciclica y no
ciclica) sino del estado del ovario (con o sin cuerpo luteo) sobre el clivaje y el
desarrollo de blastocisto. La Figura 16 muestra la recuperacion promedio de
ovocitos por ovario cuando se consideran los ovarios CL+ y CL-. En general, se
aprecia que el nimero de ovocitos recuperados por ovario entre CL+ y CL- fue muy
similar en todas las colectas, con un promedio maximo de 9.17 y 9.67 para CL- y

CL+ en la colecta 6, y un promedio minimo de 6,5 y 5,75 para CL- y CL+, en la

colecta 1.
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Figura 16. Promedio de ovocitos por ovario, por colecta y grupo
experimental (CL+, CL-, y NCL).
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Para la hipotesis de razon de chance igual a 1 en el porcentaje de clivaje
entre grupos experimentales CL-, CL+ y NCL, se observa que los chances de un
porcentaje alto de clivaje son mayores en CL- comparado con CL+ (IC 95%: 1.248;
4.436) y con NCL (IC 95%: 1.445; 5.185), sin embargo, la hipdtesis de razon de
chance (IC 95%: 0,804; 1,685) indica que el porcentaje de clivaje es igual entre
CL+y NCL (Tabla 8).

Para la hipotesis de razon de chance igual a 1 en el porcentaje de clivaje
entre grupos experimentales CL-, CL+ y NCL, se observa que los chances de un
porcentaje alto de blastocisto fueron mayores en CL- comparado con CL+ y NCL
(Tabla 8).

Para la hipétesis de razon de chance igual a 1 en el porcentaje de blastocisto
de los ovocitos fecundados entre grupos experimentales CL-, CL+ y NCL, se
observa que los chances de un porcentaje alto de blastocisto fueron menores en CL+
comparado con CL- (IC 95%: 0.180; 0.744) y NCL (IC 95%: 0.145; 0.592) (Tabla
8).

Para la hipotesis de razon de chances igual a 1 en el porcentaje de blastocisto
de los embriones clivados entre grupos experimentales CL-, CL+y NCL, se observa
que los chances de un porcentaje alto de blastocisto fueron mas bajos en CL-
comparado con NCL (IC 95%: 0.177; 0.980) (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentaje de clivaje y porcentaje de blastocisto a partir de los
ovocitos puestos a fecundar y de los embriones clivados, en tres grupos
experimentales CL+, CL-y NCL.

Clivaje (%)

Blastocisto a partir de
ovocitos puestos a
fecundar (%)

Blastocisto a partir de
embriones clivados (%)

CL- 62.2+3.8? 21+3.28% 35+6.96°
CL+ 535+3.94° 16 +2.79° 30467
NCL 48.9+3.88" 20+3.09° 45 +8.78°

(P<0.05).

Promedio de ovocitos recuperados, porcentaje de clivaje y de blastocisto a partir del nimero total de ovocitos y a
partir de los clivados. (7 colectas). Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
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Capitulo 4

Discusion
En este estudio se desarrollaron dos experimentos que tenian como objetivo
evaluar la recuperacion y competencia ovocitaria, la maduracién nuclear, la tasa de
clivaje y la tasa de blastocisto en vacas ciclicas y no ciclicas, y cuando se considera
la presencia (CL+) o ausencia de cuerpo luteo (CL-) en vacas ciclicas (VC)

comparado con vacas no ciclicas (VNC), en ovarios bovinos de ganado comercial

de tipo carne Brahman y sus cruces en un frigorifico de Colombia.

Inicialmente se evalu6 si el estatus de funcionalidad reproductiva de las
vacas donadoras de ovocitos tendria algun efecto sobre el nimero de CCOs
recuperados. En esta primera evaluacion se observo que la tasa de recuperacion de
CCOs de ovarios provenientes de vacas categorizadas como no ciclicas (grupos
experimentales: VNC), fue mayor en comparacion a la obtenida de ovarios
provenientes de vacas ciclicas (grupos experimentales: VC). La ausencia de CL en
las vacas que no estan ciclando podria explicar este resultado (Shabankareha et al.,
2010). En ovarios que presentan CL la irrigacion sanguinea no es uniforme, una vez
que la funcionalidad de esta estructura exige un mayor aporte sanguineo.

Por consiguiente, se ha determinado que en ovarios que no presentan CL el
flujo sanguineo se distribuye mas homogéneamente, y por lo tanto el suplemento
de gonadotropinas de origen hipofisiario y factores de crecimiento producidos
localmente y que son necesarios para el crecimiento folicular aumenta,
favoreciendo en consecuencia el incremento en la poblacion folicular (Kaczmarek
et al., 2005). También se evalu6 la recuperacién de ovocitos por ovario por calidad
ovocitaria. Se observé que para los ovarios de VC, la recuperacion de ovocitos fue
mas homogénea a través de todas las calidades ovocitarias, mientras que en los
ovarios de VNC, hubo mayor variabilidad en todas las calidades ovocitarias, y
particularmente en los ovocitos de calidad 2. En general, el promedio de
recuperacion estuvo entre 3.54 y 4.46 ovocitos por ovario en todas las colectas en
la VC, mientras que, en las VNC, el promedio de ovocitos por ovario estuvo entre

6.62 y 7.79 a través de todas las calidades ovocitarias. Existieron diferencias
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significativas en el promedio de ovocitos recuperados por ovario solamente en los
ovocitos de calidad 1, recuperdndose mas ovocitos de ovarios VNC que de VC,
pero no en los ovocitos de calidad 2, 3 y 4. Esto significa que, a pesar de las
diferencias en la muestra, no se esperan diferencias en la recuperacién de ovocitos
por ovario entre VC y VNC para los ovocitos de calidad 2, 3 y 4 en la poblacion.
Resultado que difiere a los descritos por Pirestani et al. (2011) quienes no
encontraron diferencias en la recuperacion de ovocitos segun el estatus ciclico en
bovinos sin tener en cuenta la calidad y ademas referenciaron que la presencia del
CL no tuvo ningin efecto sobre el nimero y el tamafio folicular ni sobre la
morfologia y la capacidad de los ovocitos recuperados para la reanudacion de la
meiosis después de la maduracién in vitro. A este respecto, Ries et al. (2006),
reportaron, que existe una estrecha relacién entre la edad y la fase del ciclo estral
de las vacas con respecto a la cantidad y calidad de los ovocitos, sugiriendo con los
resultados de este trabajo que la actividad ovérica se suma como otro factor que
influencia esas variables. Es posible que otros factores, ademas de la presencia del
CL, en las vacas ciclando puedan influenciar el tamafio de la poblacion de foliculos.
Variaciones en la concentracion de esteroides tendrian un efecto directo sobre el
desarrollo folicular. La presencia recurrente de un foliculo dominante en vacas que
presentan una dinamica folicular activa (vacas ciclando) aumenta la concentracion
de estrogenos circulantes, lo que a su vez produce un feed-back negativo sobre la
secrecion de FSH por parte del hipotdlamo (Senger, 2003). De esta manera, la
disminucion de las concentraciones de gonadotrofinas necesarias para el
reclutamiento y el desarrollo folicular tendria un efecto negativo sobre el tamafio
de la poblacion folicular. Esto ademés explicaria el hecho que la tasa de
recuperacion de CCOs de ovarios provenientes de vacas no ciclicas (ausencia de
dinamica folicular) continudé siendo mayor en el experimento. Esto estd en
controversia con algunos autores, que expresan, que hay una mejor recuperacion y
calidad de CCOs en ovarios con presencia y diametro del CL, influyendo
positivamente sobre los ovarios sin CL (Penitente-Filho et al., 2015; Pfeifer et al.,
2011), sin embargo, la heterogeneidad de los ovocitos recuperados de foliculos en
crecimiento sigue siendo un desafio en la maduracion in vitro y la tasa de

embriones, debido a la etapa desconocida del ciclo estral y la calidad de ovocitos
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recuperados de ovarios de matadero. En un estudio, estos factores asociados a la
heterogeneidad en la capacidad de desarrollo de ovocitos se observd un efecto
significativo de la etapa del ciclo estral del estado folicular en la competencia de
desarrollo de ovocitos in vitro de bufalos, encontrandose mas foliculos y CCOs en
los ovarios sin CL que en los ovarios con CL presente (Manjunatha et al., 2007,
Islam et al., 2007, citado por Hajarian et al., 2016).

Una segunda evaluacion de la calidad ovocitaria fue realizada con base a la cinética
de la maduracion nuclear de los ovocitos (competencia nuclear). En esta evaluacion
se observo que ovocitos originarios de vacas ciclando presentaron una maduracion
nuclear mas avanzada en las primeras etapas de la meiosis, evidenciandose una
mayor proporcion de ovocitos en estado de metafase | a las 7 horas de evaluacion.
Vacas que estan ciclando, que para el presente estudio fueron seleccionadas con
base a la presencia de CL, estan bajo influencia de altos niveles de progesterona
(P4), por su parte, altas concentraciones de este esteroide han sido asociadas a un
mayor numero de ondas de crecimiento folicular (Diaz et al., 1998). El recambio
folicular constante podria aumentar la oferta de foliculos jovenes conteniendo
ovocitos con alta capacidad de desarrollo. De esta manera, ovocitos provenientes
de vacas ciclando recuperados de una alta proporcion de foliculos saludables y en
crecimiento, presentan mayor competencia nuclear lo que a su vez se relaciona con
un mayor potencial de desarrollo embrionario. Por su parte, cuando la evaluacién
de la maduracion nuclear fue realizada en un periodo intermedio y final del cultivo
(14 h y 22 h), no se observaron diferencias entre los estados de la meiosis de
ovocitos de ovarios de vacas ciclicas y no ciclicas. Finalmente, los ovocitos fueron
sometidos a MIV, FIV y CIV donde se evalud el porcentaje de clivaje y blastocisto
de acuerdo con las VC y VNC. Con respecto al porcentaje de clivaje, se encontro
que los ovocitos de ovarios VC tuvieron mayor porcentaje de clivaje entre los
grupos experimentales VC y VNC, se evidencio que los embriones producidos a
partir ovocitos provenientes de ovarios VC tuvieron mayor porcentaje de clivaje en
comparacion al grupo de VNC. La prueba de hipotesis revel6 que existié mayor
posibilidad de clivaje en los ovarios VC que en los de VNC. Cuando se determino
el porcentaje de blastocisto a partir de los ovocitos puestos en fecundacion, se
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encontrd un mayor porcentaje de blastocisto en los ovocitos provenientes de ovarios
VNC, que, en los VC, con porcentajes de blastocisto de 10% a 32%.

La prueba de hipdtesis demostré que los ovocitos de ovarios VNC tienen
mas posibilidad de llegar a blastocisto que los ovocitos de ovarios VC, cuando se
tiene en cuenta como origen los ovocitos puestos a fecundar. Cuando se evalua el
porcentaje de blastocisto a partir de los embriones que clivaron, las conclusiones
son las mismas que para el porcentaje determinado a partir de los ovocitos puestos
a fecundar. Como conclusion, cuando se determina el porcentaje de blastocisto a
partir de los ovocitos puestos a fecundar o de los embriones clivados, las
conclusiones son las mismas, esto es, los ovarios VNC producen significativamente
mayor porcentaje de blastocisto que los ovarios VC al nivel de significancia de 5%,
no obstante, pudo haber tenido mayor porcentaje de blastocisto, pero no se evalto
la calidad de los embriones, que podria ser un factor importante, ya que revisiones
bibliograficas también han indicado que la tasa de clivaje de los embriones que se
desarrollan en diferentes condiciones de cultivo probablemente no sea
significativamente diferentes, por lo tanto, se puede interpretar que la calidad
intrinseca del ovocito es el factor clave para determinar la primera division zig6tica
(Rizos et al., 2002) (Lonergan et al., 2003). Estos resultados se considerarian un
paso a seguir, para tener en cuenta observaciones del estado ciclico del ovario que
en el momento de la recoleccion no comprometa la calidad de los ovocitos en

desarrollo y de esta manera se realicen las primeras divisiones embrionarias.

Los ovocitos recuperados por ovario son similares entre los ovarios CL- y
CL+, y como ya se habia visto, se recuperaron mas ovocitos tipo 1-2 de ovarios
NCL que de CL- y CL+. La hipoétesis de comparacion de promedios de
recuperacion de ovocitos por ovario nos informa que los ovocitos de ovarios CL-y
NCL recuperan mas ovocitos de calidad 1 y 2, que los ovarios CL+. Entonces, desde
el punto de vista préactico, se espera recuperar mayor nimero de ovocitos de alta
calidad de ovarios sin cuerpo IUteo en vacas ciclicas y en ovarios de vacas no
ciclicas. Resultados que contrastan con Penitente-Filho et al., 2015 que
demostraron que ovarios con CL tenian un mayor nimero de ovocitos de buena

calidad que los ovarios sin CL. Segln estos autores, reportan que la influencia del
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CL en la tasa de recuperacion de ovocitos bovinos y la calidad tiene resultados
variables. La presencia de CL puede mejorar la calidad de los ovocitos recuperados
debido a la produccion de progesterona (Baruselli et al., 2001; B6 et al., 2002;
Ferreira et al., 2006). La progesterona permite que el foliculo se exponga durante
un periodo més largo a pulsos de LH de baja amplitud, para conseguir una mejor
calidad de los ovocitos (Pfeifer et al., 2009, 2011). Por otra parte, el analisis de CL
con respecto a su presencia y su diametro, puede ser una buena herramienta para
mejorar la eficiencia en los programas de produccion de embriones in vitro. Sin
embargo, los resultados obtenidos en este estudio confirman las observaciones
realizadas por Hajarian et al., 2016 que mostraron que los ovocitos de ovarios CL-
tienen una mayor competencia de desarrollo en comparacion con aquellos
colectados a partir ovarios con CL+.

Estos resultados estuvieron en concordancia cuando la comparacion fue
hecha entre ovocitos de diferente origen ovérico, una vez que no existieron
diferencias significativas entre los porcentajes de maduracion nuclear en cada
estadio meidtico de los ovocitos de los grupos experimentales CL+, CL- y NCL a
las 7 horas de evaluacion. Sin embargo, a las 14 horas de evaluacidn, los ovocitos
de ovarios NCL desarrollaron significativamente menor porcentaje de ovocitos en
metafase | que los ovocitos de ovarios CL+, mientras que desarrollaron
significativamente méas porcentaje de ovocitos en telofase | que los ovocitos de
ovarios CL+. Fisiologicamente a las 14 horas de maduracion nuclear, los ovocitos
tienen que estar en metafase | (Gottardi and Mingoti, 2009). Lo observado en el
experimento implico que los ovocitos de ovarios CL+ (ovocitos bajo la influencia
de un cuerpo luteo) alcanzaban su desarrollo fisiol6gico de maduracion normal, sin
embargo, los ovocitos de ovarios NCL (ovocitos sin influencia de cuerpo lUteo)
tuvieron una maduracién més avanzada (telofase ).

Yamamoto et al., (2010) evaluaron el efecto de la edad materna en la
capacidad de desarrollo, progresién de la division meidtica y la actividad cinética
asociada al factor promotor de la maduracion (MPF) en ovocitos bovinos,
encontrando que la progresion de la maduracion nuclear parece ser mas rapida en
ovocitos de las vacas viejas debido a la rapida activacion de la actividad de MFP,

pero asi mismo tiene una rapida disminucion de la actividad de MFP después de la
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fertilizacion y conducir a un incremento anormal de la fertilizacion, por tanto la
capacidad de fecundacion de los ovocitos de las vacas viejas es baja y la progresion
prematura de la division meidtica en estos ovocitos se debe en parte a la
comunicacion deteriorada de las uniones gap del ovocito y de las células del
cumulus.

Entonces, el patron bimodal de maduracion (metafase | y telofase 1)
observado en los ovocitos NCL podria deberse a la presencia de poblaciones mixtas
de ovocitos provenientes de ovarios de hembras anéstricas jovenes y viejas, donde
los ovocitos de ovarios de hembras viejas maduran mas rapido, y los ovocitos de
hembras jovenes la tasa de fertilidad fue mejor. En este trabajo no fue considerada
la variable edad de las vacas, pero podia explicar este resultado.

A las 22 h de cultivo los resultados mostraron que dentro del mismo grupo
de vacas que presentaban actividad ovarica (VC) existieron diferencias en cuanto a
la competencia nuclear de ovocitos recuperados de ovarios con (CL+) y sin CL
(CL-). Se observo una mayor proporcion de ovocitos que alcanzaron la Metafase |1
en el grupo CL-, en comparacion a su contraparte CL+. Una conjugacion de factores
podria explicar este hecho. Como fue descrito anteriormente, la irrigacion en
ovarios que presentan CL no es homogénea y de esta forma el aporte de nutrientes
y factores que favorecen el crecimiento celular hacia los foliculos que lo acompafian
podria verse disminuido, afectando de esta manera, ademas de la poblacion
folicular, la calidad de los ovocitos presentes dentro de estos (Kaczmarek et al.,
2005). A su vez, existe evidencia que el CL libera algunos factores inhibitorios,
como la inhibina, que también pueden afectar el desarrollo folicular y por ende la
calidad de los ovocitos (Sangha et al., 2002).

Por otra parte, ovarios sin presencia de CL, pero provenientes de vacas
ciclando (con CL) se encuentran bajo influencia de altas concentraciones de P4.
Como ya fue mencionado, elevada concentracion de este esteroide se asocia a un
recambio folicular constante que por su parte podria aumentar la oferta de nuevos
foliculos antrales conteniendo ovocitos con alta competencia nuclear (Diaz et al.,
1998).

Con respecto al porcentaje de clivaje en los tres grupos experimentales, los

ovocitos de ovarios CL- tuvieron mayor porcentaje de clivaje que los ovocitos de
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ovarios CL+ y NCL. Se demostr6 que los ovocitos de ovarios CL- tienen mayor
posibilidad de un porcentaje de clivaje alto que los ovocitos de ovarios CL+y NCL,
resultados que coinciden con Hajarian et al., (2016), quienes evaluaron el impacto
del cuerpo luteo en la calidad del ovocito bovino, demostrando que los ovocitos
provenientes de ovarios con cuerpo lateo (CL+), tenian una competencia de
desarrollo inferior, en comparacion con los ovocitos provenientes de CL-, por
consiguiente la presencia de un cuerpo lUteo en el ovario podria tener efectos
negativos sobre la competencia de desarrollo de los ovocitos ipsilaterales, siendo la
calidad de los ovarios un factor importante para aumentar los resultados de la
produccion in vitro de embriones bovinos.

El porcentaje de blastocisto a partir de los ovocitos fecundados, cuando se
consideraron tres grupos experimentales, fue mayor en los ovocitos de los ovarios
CL- , sin embargo, se encontré que los ovocitos de ovarios CL+ tuvieron menor
posibilidad de llegar a blastocisto que los ovocitos de ovarios CL- y NCL, cuando
se evaluaron con respecto a lo ovocitos puestos a fecundar.

El porcentaje de blastocisto a partir de los embriones clivados, cuando se
consideran tres grupos experimentales, fue mayor en NCL en cuatro de siete
colectas, seguido por Cl- en tres de siete colectas.

El proceso de inferencia mostro que los ovocitos de ovarios CL- tuvieron
menor posibilidad de llegar a blastocisto que los ovocitos de ovarios NCL al nivel
de significancia del 5%. Los resultados obtenidos para clivaje y blastocisto teniendo
en cuenta la presencia y ausencia de CL, contrastan con los hallazgos de Nandi et
al.,(2013), quienes deducen que aunqgue la presencia de un cuerpo lteo en el ovario
reduce la tasa de recuperacion de los ovocitos de buena calidad, no tienen efecto
sobre la tasa de clivaje, ni sobre los rendimientos de mérula y blastocistos en
bufalos. De modo similar Gonzélez et al., (2005), investigaron los efectos de la
presencia de CL en embriones producidos in vitro de ovejas a partir de ovarios con
CL y sin CL, sin encontrar efectos del CL sobre el nimero y tamafio folicular o en
el nimero, la morfologia y la capacidad de reanudar la meiosis de sus ovocitos, no
obstante, los ovocitos de ovejas con CL mostraron mayores tasas de fertilizacion y
un mayor desarrollo a blastocisto. Ademas, los resultados mostraron que el clivaje

fue superior en los ovocitos de ovarios CL- comparados con los ovocitos CL+, lo
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cual esté en contravia con los resultados reportados por Pirestane et al., (2011), que
indicaron que los embriones provenientes de ovarios con un foliculo dominante
tenian una competencia significativamente menor para alcanzar el estadio de
morula en comparacién con los embriones provenientes de ovarios que contenian
CL.

Los resultados de esta investigacion sugieren que la fuente de ovocitos
influye en la tasa de clivaje obtenida después del proceso de fertilizacion in vitro.
Por tanto, este efecto podria haber sido mitigado por las condiciones de cultivo
utilizados y la tasa de produccion final de blastocistos no se veria afectada. Con
respecto a esta condicion, Pirestani et al., (2011) indica que, independientemente
de la condicion de cultivo, mientras que la tasa de clivaje es una buena medida de
la competencia de desarrollo, la calidad intrinseca del ovocito finalmente determina
la competencia de desarrollo in vitro hasta el estadio de blastocisto. Por
consiguiente, para dilucidar los posibles efectos del estado del ovario, en la
produccién in vitro de embriones, serian necesarios estudios donde se incluyan
como factores la edad, el estado ciclico, estado corporal y fisiologico de los
animales.

En consecuencia, a que varios autores no permiten conclusiones definitivas
de resultados reportados, sobre el efecto de la presencia de CL en el nimero y la
calidad de los ovocitos recuperados, sobre el desarrollo folicular, recuperacion de
los ovocitos, asi como en la eficiencia de la produccion in vitro de embriones,

todavia merece atencién y requiere mas investigacion (Penitente-Filho et al., 2014).
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Conclusiones

En este estudio se encontrd que la ciclicidad de las vacas esta asociada con
la tasa de recuperacion ovocitaria, por tanto, las VNC se asocian con una mayor
tasa de recuperacion de CCOs, recuperando mayor nimero de ovocitos calidad tipo
1, exponiendo diferencias morfoldgicas entre los CCOs recuperados de VC y VNC.

Con respecto a la maduracion nuclear, las VC tuvieron una mayor y mas
avanzada maduracion nuclear, no obstante, los ovocitos recuperados de ovarios con
presencia de CL presentaron una baja competencia meiotica.

La tasa de clivaje y la produccion de blastocisto, fue mas alta en VNC que
en VC, demostrando que la ciclicidad puede afectar la competencia de desarrollo
ovocitario, afectando el porcentaje de clivaje y el posterior desarrollo embrionario.

Con relacion al efecto del cuerpo lateo sobre la recuperacion, la calidad y
competencia ovocitaria, este estudio mostro que los ovocitos provenientes de
ovarios con CL tuvieron una competencia de desarrollo ovocitaria inferior en
comparacion con los ovocitos provenientes de ovarios sin CL, permitiendo inferir
que al tener en cuenta la presencia del CL en los ovarios podria ser un factor
importante para aumentar los resultados de la PIV.

Se recomiendan estudios posteriores realizados en condiciones controladas,
en donde se puedan tener en cuenta otras variables como la edad, el peso, estado
reproductivo de la hembra, entre otros y de esa manera puedan ser obtenidos
resultados que puedan validar los hallazgos de este experimento.

Como posibles lineas futuras de investigacion que complementen el analisis
del estado de competencia de los ovocitos, se sugieren estudios con el objetivo de
analizar los efectos de la ciclicidad sobre la maduracién molecular sobre la
produccion de embriones in vitro, asi como estudios complementarios, con respecto
a la vitrificacion o congelamiento de embriones, para de esta manera establecer el
efecto de las VC y VNC con respecto a la calidad ovocitaria. También en los
procesamientos de ovocitos a partir de la aspiracion folicular, se recomienda
priorizar la recuperacion de ovocitos de ovarios sin cuerpo lGteo de hembras

ciclando, ya que tienen mayor posibilidad de un desarrollo embrionario exitoso.
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