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EVALUACION DE LA VARIACION INDIVIDUAL DE DONANTES DE OVOCITOS
BOVINOS COLECTADOS POR ASPIRACION FOLICULAR TRANSVAGINAL.

RESUMEN
El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta individual de las donantes de

ovocitos colectados por Aspiracion folicular transvaginal (AFT). Para la realizacion de
esta investigacion se emplearon un total de 16 novillas, ocho (8) de la raza Fleckvieh
y ocho (8) de la raza Gyr, las cuales fueron sometidas a AFT. Dentro de raza, las
mismas eran homogéneas en las siguientes variables: raza (Gyr y Fleckvieh), etapa
bioldgica (Novillas), edad (18 a 26 meses), peso (330 a 375 kg) condicién corporal de
(3 a 3.75), estatus reproductivo (ciclicas), alimentacion (pasto Panicum Maximun y sal
mineral ad libitum). Entre razas las mismas eran heterogéneas en las siguientes
variables: manejo, alimentacion y ambiente. Las hembras empleadas fueron los
tratamientos (16 tratamientos). Cada hembra fue aspirada dos veces (dos replicas por
tratamiento) lo que dio un total de 32 observaciones. Los datos fueron ordenados
empleando un Disefio de Bloques Aleatorizado (DBA) tomando como criterio de bloque
la raza de las hembras empleadas. Se trabajo con un nivel de significancia de a: 0.05
y un nivel de confianza de 95%. Se empleo el test de Duncan para realizar las
comparaciones de medias entre los tratamientos. Los datos fueron analizados
empleando el softwere estadistico infostat version 2020. En esta investigacion no
encontramos diferencia estadistica significativas (P>0.05) para el nUmero de ovocitos
colectados, entre las hembras Gyr y Fleckvieh como se aprecia 9.81 EE+1.04 y 9.00
EE+1.04 respectivamente. En cambio, para las variables ovocitos totales y viables para
PIVE se encontro diferencia estadistica significativa (P<0.05), dentro de las razas Gyr
y Fleckvieh como se muestra en las graficas uno, dos, tres y cuatro. Se concluye, que
existe variacion individual para el nimero total ovocitos colectados y el nimero de
ovocitos viables para PIVE obtenidos por AFT entre individuos con condiciones
similares de raza, edad, peso, etapa biolégica, condicion corporal, estatus reproductivo

y ambiente.

Palabras Clave: Respuesta individual, Gyr, Fleckvieh, Simmental, OPU, foliculo,

donadora, ovocitos viables.



EVALUATION OF INDIVIDUAL VARIATION AMONG DONORS OF OOCYTES
COLLECTED BY TRANSVAGINAL OVUM PICK-UP.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the individual response of donors of oocytes
collected by transvaginal follicular aspiration (TFA). A total of 16 heifers, eight (8) of the
Fleckvieh breed and eight (8) of the Gyr breed, were subjected to TFA. Within breeds,
they were homogeneous in the following variables: breed (Gyr and Fleckvieh),
biological stage (heifers), age (18 to 26 months), weight (330 to 375 kg), body condition
(3 to 3.75), reproductive status (cyclic), feeding (Panicum Maximun grass and mineral
salt ad libitum). Between breeds they were heterogeneous in the following variables:
management, feeding and environment. The females used were the treatments (16
treatments). Each female was aspirated twice (two replicates per treatment) for a total
of 32 observations. The data were arranged using a Randomized Block Design (RBD)
taking as block criterion the breed of the females used. We worked with a significance
level of a: 0.05 and a confidence level of 95%. Duncan's test was used to compare
means between treatments. The data were analyzed using the statistical software
infostat version 2020. In this research we found no significant statistical difference
(P>0.05) for the number of oocytes collected between Gyr and Fleckvieh females, as
shown by 9.81 EE+1.04 and 9.00 EE+1.04 respectively. On the other hand, for the
variables total and viable oocytes for PIVE, a significant statistical difference (P<0.05)
was found within the Gyr and Fleckvieh breeds as shown in graphs one, two, three and
four. It is concluded that there is individual variation in the total number of oocytes
collected and the number of viable oocytes for PIVE obtained by AFT among individuals
with similar conditions of breed, age, weight, biological stage, body condition,

reproductive status and environment.

Keywords: Individual response, Gyr, Fleckvieh, Simmental, OPU, follicle, donor, viable

oocytes.
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1. Introduccién
Actualmente, son muchas las biotecnologias reproductivas que permiten multiplicar
la genética de los animales superiores y acortar el intervalo generacional, entre las
cuales tenemos la Produccion in vitro de Embriones (PIVE) bovinos, a partir de
ovocitos obtenidos mediante de la técnica de aspiracion folicular, por sus siglas en
inglés (Ovum Pick-Up, OPU).

La técnica de OPU, comenzd a utilizarse en la década de 1980 en la mujer y fue
descrita por primera vez en bovinos por Pieterse et al., (1988). Se considera un
método poco invasivo y con gran repetitividad, para la recuperacion de ovocitos a

partir de donantes vivas (Pieterse et al., 1991, 1992).

Antiguamente la recoleccion de ovocitos para la produccion in vitro de embriones
provenia solo de hembras sacrificadas u ovarioectomizadas, proceso que presenta
grandes limitaciones desde el punto de vista productivo ya que no es posible la
replicacion del mismo, disminuyendo asi la produccion de embriones y por tanto la
posibilidad de obtener futuras descendencias de las hembras sacrificadas (Denis,
2008).

Ante esta situacion la obtencion de ovocitos de una hembra viva mediante la técnica
de OPU, parece ser la variante que representa la alternativa mas viable para lograr
satisfacer las necesidades de ovocitos en un sistema de produccion continua de

embriones (Solis et al., 2012).

Se estima que solo entre un 50 y 70% de los ovocitos obtenidos mediante OPU son
aptos para la fertilizacién in vitro (Nava et al., 2009). Alrededor del 72.2% de estos
logran clivar, pero solo un aproximado de 27.8% alcanzan el estadio de blastocito
(Watanabe et. al., 2017). Es por esto la necesidad de obtener mayor nimero posible
de ovocitos aptos para la fertilizacion in vitro representa una ventaja para la técnica,

pues permite obtener mejores resultados.
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El nimero, asi como la calidad de los ovocitos recolectados, la cual se traduce
fundamentalmente en la mayor presencia de células del cumulo que rodean al
mismo, se ve influenciada segun Palma (2008), por diferentes aspectos, entre los

cuales se mencionan los biolégicos y los técnicos.

Los aspectos técnicos son controlados por el operador del equipo de OPU. Sin
embargo, los aspectos bioldgicos estan vinculados a la biologia del animal, como la
raza, edad, fertilidad, categoria de la donante, estado fisiolégico y condicion corporal

de la donante.

Un aspecto biolégico que ha sido considerado de gran importancia en la
reproduccion animal es la variacion individual. La raza juega un rol importante en
este sentido. Los animales de la raza Nelore, o las vacas en general cebuinas
normalmente tienen un mayor numero de foliculos reclutados, en comparacion con
las vacas de razas europeas (Dayan et al., 2000; Seneda et al., 2002). Sin embargo,
autores como Seneda et al., (2002), sefialan que, a pesar del potencial similar entre
los individuos de la misma raza, la variabilidad entre las distintas donantes para

producir una poblacion viable de foliculos puede influir en los resultados de OPU.
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1.1 Planteamiento del problema
Al hacer aspiracion folicular, es de suma importancia obtener el mayor nimero
de ovocitos rodeados con el mayor numero de células del cumulo intactas
posible, y que al momento de la fecundacién esto se traduzca en un mayor

numero de embriones transferibles.

La calidad y cantidad se ve afectada por factores biolégicos como raza, edad,
categoria animal, condicién corporal, momento del ciclo estral de la hembra, lo
que puede influir en la disponibilidad de ovocitos viables para la fertilizacion. No
obstante, diversos estudios en reproduccion animal, han documentado que, a
expensas de la homogeneidad de factores biologicos, la respuesta individual de
la donante puede influir significativamente en los resultados. Sin embargo, esta
variable no ha sido estudiada ni tomada en cuenta en la gran mayoria de las

investigaciones sobre PIVE, lo cual se constituye en el problema a investigar.

1.2 Antecedentes
No se ha encontrado en la literatura estudios que vinculen el efecto de variacion
individual en los resultados obtenidos por OPU. Sin embargo, algunos autores
seflalan que existe un efecto de la variacion individual en la reproduccion. Al
respecto Watanabe et al., (1998) sefalan que, la variabilidad entre los distintos
donantes para producir una poblacion viable de foliculos puede influir en los
resultados de OPU.

No todas las vacas tienen la misma cantidad de foliculos en los ovarios. En la
especie bovina se sabe que la cantidad de foliculos primordiales se desarrolla
durante la vida fetal (Aerts y Bols, 2010) y tiene una fuerte correlacion con el
estado nutricional de la madre, sobre todo en el primer tercio de la gestacion
(Evans et al.,, 2010). Las vacas que sufrieron alguna restriccién alimentaria

durante la prefiez, producen hijas con una poblacion folicular menor, comparado

13



con hijas de vacas que no se sometieron a restricciones en la alimentacion

durante esta etapa (Evans et al., 2010).

1.3 Justificacion
Diversos estudios en Reproduccion animal han documentado que, a expensas
de la homogeneidad de factores bioldgicos, la respuesta individual de la donante
puede influir significativamente en los resultados. Esta variable no ha sido
estudiada ni tomada en cuenta en la gran mayoria de las investigaciones sobre
PIVE, lo cual supone un grave error experimental en los estudios realizados, que

pudiera estar enmascarando los resultados obtenidos.

Por otro lado, segun los datos de la Asociacion Internacional de Transferencia de
Embriones (IETS), durante los Ultimos afios en Panam4, se ha dado un notable
incremento en la produccion y transferencia de embriones producidos in vitro

como herramienta para el mejoramiento genético bovino (Perry, 2016).

Esta herramienta ha mejorado notoriamente la genética bovina de los hatos
nacionales. La seleccion de las hembras donantes de ovocitos representa un
procedimiento de gran importancia al momento de incursionar en esta tecnologia,
gue influye en gran medida en los resultados obtenidos. Es por ello que la
obtencion de diferencias significativas en este estudio, sugeriria considerar la
variacion individual como criterio de seleccion de hembras donantes de ovocitos
en los sistemas de produccion in vitro de embriones, que permitiria obtener

mejores resultados.

14



2. Objetivos
2.1 General:

e Evaluar la respuesta individual entre novillas donantes de ovocitos colectados

por Aspiracion Folicular Transvaginal, de las razas Gyr y Fleckvieh.

2.2 Especificos:

e Comparar el niumero de ovocitos colectados entre y dentro de las razas

evaluadas.

e Comparar la viabilidad de los ovocitos colectados entre y dentro de las

razas evaluadas.

3. Hipotesis de Trabajo

Ha: La variacion individual de las hembras donantes infiere sobre el numero, y

viabilidad de los ovocitos colectados por AFT.

Ho: La variacion individual de las hembras donantes no infiere sobre el nimero

y viabilidad de los ovocitos colectados por AFT.

15



4. Alcances y Limitaciones del Estudio

4.1 Alcances del Estudio

Este estudio permitird conocer el efecto directo de la variabilidad individual animal
sobre los resultados de OPU en novillas de la raza Gyr y Fleckvieh. A su vez pretende
brindar una alternativa a todos aquellos investigadores, profesionales y empresarios
gue desean incursionar en la produccién de embriones in vitro por el método de

aspiracion folicular (OPU) y no toman en cuenta la variabilidad individual animal.

4.2 Limitaciones del Estudio

La principal limitante de este estudio puede resultar de la relacion costo/facilidad de
recurso econémico, desde que su costo en el mercado local es muy elevado y el
estudiante que se pueda avocar a conducir estudios de este tipo como trabajo de grado
puede verse limitado por el costo del mismo. El empleo de animales de potrero poco

acostumbrados al manejo de sujecion en cepo.
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5. Revision de Literatura

5.1 Histologia funcional del Ovario
Los ovarios son los érganos esenciales para la reproduccion de la hembra, los que
pueden situarse en la cavidad pélvica o en la region abdominal dependiendo de la

edad, numero de partos y la especie (Regueiro, 2010).

Segun Viana (2005), los ovarios tienen 2 funciones: 1) Funcién enddégenas: la
produccién de hormonas (principalmente estrégenos y progesterona) y 2) Funcién
exdgenas: la producciéon de évulos, durante los distintos estadios del ciclo estral.
Mientras que su tamafo varia de acuerdo al estadio del ciclo estral y la edad del

animal, y generalmente es de 2.5 a 3.5 cm de largo (De Armas, 2007).

De acuerdo con Velazquez et al.,, (2004), el ovario se encuentra dividido
funcionalmente en dos compartimientos: el compartimiento intersticial, conformado por
células del estroma y de la teca externa, y el compartimiento folicular, que contiene los
ovocitos, las células de la granulosa y las células de la teca interna, que interaccionan

entre si durante las diversas etapas de la maduracién folicular.

En la superficie del ovario se pueden encontrar dos estructuras diferentes: foliculos y

cuerpo luteo (Diana, 2009).

fohculo
pimars p—

fokoules |

desarrolle

vasos sanguinees

hdiares

fohc vl

madure

tuerpo cuerpy
maduro

. *
S 4
\ cwerpo
\\ uteo

aBecante hemaeragico

Figura 1: Estructuras encontradas en el ovario Bovino.
Fuente: Tomada de mundo pecuario.
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5.20vogénesis
La ovogénesis consiste en el proceso de formacion y desarrollo del ovocito (Gigli et
al., 2006). Este proceso inicia en las fases tempranas de la vida fetal de la hembra
bovina, aproximadamente entre los 120 y 140 dias de gestacién y continua después
del nacimiento, pasa por una aceleracion durante la pubertad y culmina con la
ovulacion, cuando el ovocito maduro es liberado del foliculo (Derivaux, 1980).
Comienza con las ovogonias, que derivan de las células germinales primordiales en el

embrién y culmina con la formacion del ovocito Il (Gigli et al., 2006).

En los rumiantes al igual que en la especie porcina y los primates, el crecimiento del
ovocito se inicia durante el periodo prenatal (Bielanska-osuchowska, 2006). En esta
etapa, las células primordiales germinales tienen su origen extra gonadal en el
endodermo del saco vitelino y en la region del alantoides (Eddy et al., 1981; Buccione
et al., 1990), a partir de células somaticas que tienen el potencial de convertirse en
células germinales (Kelly, 1977), estas migran a través del mesenterio y colonizan las

gOnadas primitivas del mesonefro (Gigli et al., 2006).

Antes de que las células germinales gonadales migren hacia el borde genital se dividen
mediante mitosis, manteniendo esta actividad durante todo el proceso de migracion
(Bendel-Stenzel et al., 1998).

Cuando se ha completado el proceso migratorio, aquellas ovogonias que se
encuentran en estadios mas avanzados de desarrollo, se asocian con las células
somaticas en los cordones corticales, mientras que el resto entra en apoptosis (Baker,
1963; Byskov, 1986).

En el momento del nacimiento en la corteza del ovario hay miles de foliculos primarios
en estado de reposo rodeando a sus correspondientes ovocitos (Caravaca et al.,
2005). En los bovinos estan alrededor de los 200000 a 350000 (Erickson, 1966 y
Duran, 2007).

18



5.3 Foliculogénesis
El foliculo ovarico es la unidad estructural y funcional del ovario, proporcionando un
ambiente adecuado para el crecimiento, eventual ovulacion del ovocito que contiene y
formacion de un embrién a partir de la fecundacion (Cortvrindt & Smitz, 2001; Findlay
et al.,2009).

Un foliculo es la estructura primordial del ovario, estd compuesto por un ovocito
envuelto por una o mas capas de células somaticas (Seneda, 2008). La foliculogénesis
abarca desde el estadio de foliculo primordial hasta el de foliculo preovulatorio (Gigli
et al., 2006). La poblacion de foliculos se encuentra en un estado constante de
crecimiento y maduracion, distinguiéndose: foliculos primordiales y primarios, foliculos

secundarios.

La foliculogénesis es el evento caracterizado por la formacion, crecimiento y
maduracion folicular. Este evento esta controlado por factores endocrinos, paracrinos

y autécrinos (Magalhdes, 2009).

La foliculogénesis es un proceso altamente selectivo donde usualmente solo un
foliculo asume dominancia y el destino del resto de los foliculos es la atresia mediada
por apoptosis; el mayor tipo de células que sufren este proceso son las células de la
granulosa (Hsueh et al.,1994). Para Roberts (1971) y Knopf et al., (1989), la
foliculogénesis ocurre en estado fetal, animales prepuberes y durante la gestacion. Un
foliculo primordial esta compuesto por un ovocito con crecimiento detenido antes del
nacimiento en la fase de diploteno de la profase | de la meiosis, rodeado por una sola

capa de células de la pregranulosa (Nilsson et al, 2001).

Segun Roberts (1971) y Fortune (2002), la formacion de foliculos primordiales ocurre
durante el periodo fetal. Asimismo, Roberts (1971) refiere que el crecimiento folicular,
desarrollo a un foliculo de Graaf y ovulacion ocurre solamente en hembras vacias
después de la pubertad y durante el ciclo reproductivo. Para Ginther (2000), el
desarrollo y la atresia folicular estan reguladas por la sintesis de estradiol en las células
de la granulosa, sin embargo, para Faes et al. (2007), el estrégeno y la progesterona

estan relacionadas con la calidad folicular. No obstante, para Basini et al. (1998), otros
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factores intraovaricos no esteroidales también sintetizados por las células de la

granulosa estan involucrados en la fisiologia ovarica.

5.3.1 Desarrollo Folicular
En todas las hembras mamiferas, la reserva ovocitos es establecida durante la vida
fetal. Al nacimiento la hembra bovina posee 150,000 foliculos primordiales y al llegar
a la pubertad ese nimero disminuye de 120,000 a 86,000 siendo gradualmente
movilizados durante la vida productiva, donde pocos llegan a la ovulacién y el resto
sufre atresia. (Viana, 2005; Bols, 2005; Martinez y Souza, 2007).

5.3.2 Foliculos Primordiales
Los mismos son formados durante la vida fetal de la hembra, estan constituidos por
una célula germinal rodeada de una capa simple de células (Buxade et al.,1995). Al
respecto sefiala Caravaca et al., (2005), durante el desarrollo fetal y en el proceso de
evolucion desde gonadas hasta convertirse en ovario, las células germinales primitivas
dan lugar por mitosis sucesivas a las células sexuales u ovogonias de primer orden,
estos se rodean de una sola capa de células epiteliales constituyendo los foliculos

primarios.

Es decir, las células pre-granulosas, derivadas del epitelio ovarico, se diferencian en
células granulosas, rodeando a los ovocitos y quedando asi formados los foliculos
primordiales. Estos foliculos forman la reserva gametogénica o (poblacién de foliculos
de reserva) que una hembra va a utilizar en toda su historia reproductiva (Gigli et al.,
2006). Los foliculos primordiales constituyen la reserva o almacén de foliculos en

reposo, los cuales se agotan progresivamente durante la vida.

Se considera que uno de los pasos mas criticos de la foliculogénesis es la
trasformacion de foliculos primordiales en primarios. Es probable que la conversion de
células pre-granulosas planas, en epitelio cuboidal, dependa de sefiales provistas por
el ovocito, pero no se conoce la naturaleza de estas sefales (Greenual y Roy 1994,

citados por Henao y Truijillo, 2000). La fase inicial del crecimiento folicular, originada a
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partir de los foliculos primordiales, presumiblemente es independiente de las

gonadotropinas hipofisarias (Gigli et al., 2006).

En esta etapa el ovocito comienza a rodearse de una capa celular amorfa de
glicoproteinas denominada zona pelucida. Las células de la teca interna comienzan a

rodear por fuera a las células de la granulosa (Gigli et al., 2006).

5.3.3 Foliculos Secundarios

Fundamentalmente formados por una célula germinal rodeada por dos 0 mas capas
de células foliculares (Buxade et al., 1995). Es decir, las células de la granulosa
aumentan de tamafo y numero y se denominan foliculo secundario al ovocito rodeado
por varias capas de células de la granulosa. Las células de la teca se diferencian en
una capa externay otra interna rodeando por fuera a las células de la granulosa. Hasta
este estadio los foliculos se clasifican en pre-antrales debido a que ain no se ha
formado la cavidad antral (Gigli et al., 2006).

En los foliculos secundarios de las especies porcina, bovina y humana se han
identificado factores responsables del crecimiento folicular y ovocitario como GDF9
(Factor de crecimiento y diferenciacion) especifico del ovocito y el factor BMP15
(proteina morfogénica 6sea 15) ambos estan asociados con la proliferacion de células
de la granulosa (Dong et al., 1996; Dube et al., 1998 y Picton et al., 2008).

Los foliculos secundarios presentan un ovocito mas grande, un buen desarrollado de
la zona pellcida, y por lo menos dos capas de células granulosas. Al final de esta
etapa, el papel desempeiiado por las gonadotrofinas pude ser detectado y las

importantes acciones de FSH y LH se inician (Seneda et al., 2008).

5.3.4 Foliculos Terciarios

Los foliculos terciarios o foliculos antrales se caracterizan histolégicamente por la

presencia de la cavidad antral y por estar rodeados de varias capas cubicas de células
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de la granulosa (Gigli et al., 2006). La continua proliferacion de las células de la
granulosa, regulada en gran medida por los factores GDF9 y BMP15 (Canipari, 1994;
Kezele et al., 2002) lleva a que estas comiencen a secretar un trasudado que se

denomina liquido folicular (Gigli et al., 2006).

En este estadio las caracteristicas histologicas son la presencia de la teca interna
constituida por tejido conectivo y la teca externa formada por una capa de colageno
atravesada por capilares con miofibroblastos diferenciados de los fibroblastos del
estroma. A nivel molecular se caracterizan por una mayor expresion de receptores
para FSH en las células de la granulosa. Las células de la teca expresan receptores
para LH (Gigli et al., 2006).

En el foliculo terciario, las células de la granulosa se diferencian en dos
subpoblaciones. Las células de la granulosa que revisten el foliculo formando un
epitelio estratificado en contacto con la lamina basal y las células del cumulus
oophorus que forman varias capas de células cilindricas alrededor del ovocito
(Canipari, 1994; Kezele et al., 2002). Al respecto sefala Gigli et al., (2006), que el
liquido folicular al acumularse, produce un reordenamiento de estas células de la

granulosa, en células del cumulo y murales.

Los foliculos terciarios se clasifican en dominantes y subordinados. Los foliculos
dominantes, a diferencia de los subordinados, expresan en las células de la granulosa
ademas de un mayor numero de receptores para FSH, receptores para LH (Gigli et al.,
2006). La accion inductiva de la FSH permitira, posteriormente, facilitar la respuesta
del foliculo a la hormona luteinizante (LH) y a otros factores extracelulares (Hillier,

2001, citado por Velazquez y Mendieta, 2005).

La mayor parte de los foliculos que llegan hasta esta etapa experimentan atresia
mientras otros siguen desarrollandose para convertirse en foliculos maduros también
llamados foliculos dominantes, que han sido seleccionados para continuar su
crecimiento. La seleccion de estos foliculos dominantes con capacidad de llegar a
lograr la maduracién ovocitaria, esta precisamente determinada por los receptores de

LH y FSH localizados en las células de la granulosa (MCGee y Hsueh, 2000).
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5.3.5 Foliculo de Graaf

R FRI 7 VR

Figura 2: Estructura de un foliculo
Fuente: Adaptado de Reece, (2015).

antral.

Solis (2006), un foliculo terciario que llegue a ser dominante puede tener dos destinos:
la atresia o la ovulacién. En cuyo caso sea la ovulacion este se denomina foliculo
preovulatorio o como menciona Gigli et al., (2006) foliculos de Graaf, en honor a quien
fuese el primer cientifico en examinar ovarios humanos 1672. La ovulacion ocurre
siempre y cuando este sea coincidente con el descenso de los niveles de progesterona
en el ciclo estral. Un foliculo preovulatorio pude tener diametro de hasta 16mm en la

especie bovina (Solis, 2006).

El pico de LH es inducido por la elevada concentracion circulante de estrégenos
producidos por el foliculo preovulatorio (Velazquez y Mendieta, 2005). Es decir, los
foliculos preovulatorio tienen la capacidad de responder al estimulo de la LH
produciendo cambios morfologicos y bioquimicos que finalizaran reiniciando la meiosis

y desencadenando la ovulacién (Gigli et al., 2006).

Velazquez y Mendieta (2005), mencionan que el pico de LH, ademas de inducir la
reiniciacion de los procesos de maduracion del ovocito y cambios que provocan la
ruptura de la pared folicular, que a su vez permite la ovulacion, también incluye
alteraciones funcionales en el complejo ovocito-células del cumulo y modificaciones
en la expresién génica de las células de la granulosa que las llevaran hacia la

luteinizacion.

El ovocito maduro secreta un factor que permite la expansion de las células del cimulo

(CEEF) que permite secretar acido hialurénico en respuesta a la estimulacion por FSH.
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Al hidratarse genera espacios entre las células que provocan la expansion del cumulo

gue precede al proceso de ovulacion propiamente dicho (Veldzquez y Mendieta, 2005).

Este cambio en el patrén esteroidogénico de las células de la granulosa parece inducir,
junto con la aparicién del pico preovulatorio de LH. La expresion de las enzimas
remodeladoras de tejidos (metaloproteinasas de matriz (MMPSs)) indispensables para
el proceso de ovulacién (Rosenfeld et al., 2001, citado por Velazquez y Mendieta,
2005).

5.3.6 Cuerpo Luteo

El pico de LH preovulatorio provoca la ruptura del foliculo destinado a la ovulacion
(Gordon, 1996). Se da entonces la ruptura del foliculo de Graaf, asi como del propio
epitelio del ovario y en el desprendimiento del ovocito que ird a parar en el infundibulo.
En los rumiantes y en la cerda se libera un ovocito de segundo orden y en la yegua un
ovocito de primer orden por eso es mas adecuado llamar este proceso ovocitacion en
lugar de ovulacion, como se ha venido llamando tradicionalmente (Caravaca et al.,
2005).

Con la ruptura del foliculo maduro vy la liberacién del ovulo, se produce una pequefia
hemorragia con formacién de un coagulo de sangre en la cavidad antral, ahora vacio.
A esta estructura, se le denomina cuerpo hemorragico (Buxade, 1995). Segun
Caravaca et al., (2005), se produce una organizacion del coagulo, aumentando de
tamafio y con un citoplasma rico en lipocromos (xantofilas) que dan una coloracién
amarillenta, por lo que esta estructura recibe el nombre de cuerpo amarillo o cuerpo

lUteo, este proceso se llama luteinizacion.

Por su parte Gordon (1996), sefiala se cree que las células lateas se diferencian en
células lateas grandes y pequefas. Las células grandes secretan progesterona y la
oxitocina y responden a la prostaglandina E, mientras que las pequefias células
secretan progesterona y responden a la LH. Las células pequefas, derivadas de la
teca, son mas numerosas que las células grandes, que son al menos en parte
derivados de células de la granulosa (Hansel et al., 1991). Se cree que las dos
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hormonas que regulan principalmente la funcién del cuerpo lateo (LH y PGF) actian
sobre los dos tipos de células a través de diferentes vias de segundo mensajero
(Wiltbank et al., 1991). La evidencia disponible indica que la LH tiene un papel
importante en el establecimiento de un cuerpo Iiteo completamente funcional en la

vaca, pero no esta obligado a mantener su funcion (Peters et al., 1994).

Como se ha visto el cuerpo Iuteo ovarico es un érgano endocrino que produce
progesterona. La cual es considerada su principal producto de secrecion. Los niveles
de progesterona en sangre incrementan con el crecimiento del cuerpo liteo. Cuando
el cuerpo lateo estd completamente desarrollado, la secrecion de progesterona es

méxima y se estabilizan los niveles plasmaticos. (Frandson et al., 2009).

Si la fertilizacion del ovulo no se da y el embarazo no se ha establecido, el cuerpo luteo
entra en una regresion espontanea, con una disminucion relativamente rapida de la
progesterona en plasma (Frandson et al., 2009) al final del ciclo estral, uno a cuatro
dias antes del inicio del celo (Gordon, 1996). La concentracion declina en un periodo
aproximadamente de dos dias, a un valor insignificante que mantiene a través del celo

y hasta que se forme un nuevo cuerpo liteo en la proxima ovulacion (Gordon, 1996).

Unos dias antes de la siguiente ovulacion se produce una cicatrizacion y sustitucion
del cuerpo luteo por tejido conectivo, apareciendo una costra blanca sobre la superficie
del ovario que se denomina cuerpo blanco o albicans (Caravaca et al., 2005 y Fradson
et al., 2009). A parte de la eliminacién del tejido lateo y la recuperacion de la forma y
tamafio anterior, no se conoce otra funcion del cuerpo albicans (Ospina y Aldama,
1995).

Por otra parte, si se realiza el apareamiento y la vaca queda prefiada, el mecanismo
de liberaciébn de prostaglandinas se suprime (Gordon, 1996), el reconocimiento
materno de la gestacion se produce, y la regresion del cuerpo liteo se previene
(Frandson et al., 2009).

5.4 Mecanismos de atresia folicular
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Segun Erickson (1966) y Erickson et al., (1976), practicamente todos los foliculos de
los ovarios de la hembra sufren atresia, “evento que puede ocurrir en el periodo
prenatal”’, porque una vaca de 10 a 14 afos tiene hasta 25000 ovocitos presentes,
(cerca del 99,9% de los foliculos no llegan a la ovulacién); segun Erickson et al. (1976),
una vaca a los 10 afios teniendo un parto al afio, tan solo puede ovular de 30 a 50

oVvocitos.

Ademas, segun Dayan (2001), esto puede ser demostrado si se calcula que, un animal
ciclando normalmente en un periodo de 15 afos va a ovular menos de 300 ovocitos
(ovulando cada 21 dias 0 17,4 veces al afio, en 15 afios igual a 260 ovulaciones y que
por cada foliculo que llega a término, 12 foliculos sufren atresia) dentro de los 0,7

millones existentes al nacimiento.

Segun Buttker & Sandstrom (1994), los mecanismos que delinean la atresia folicular
no son bien conocidos, dafios en el ADN, asi como el inicio de la liberacion de radicales
libres de oxidacion han sido propuestos como posibles mecanismos que permiten la

activacion de la cascada de apoptosis en los foliculos atrésicos.

Para Hsueh et al., (1994), la atresia es principalmente inducida durante la fase de
dominancia folicular y afecta foliculos de todos los tamafios, segun estos autores, el
85% de los foliculos ovaricos tomados en cualquier fase del ciclo estral son atrésicos.
Segun Hussein (2005), la apoptosis mecanismo de muerte celular programada, ha sido
implicada en los procesos de normal funcionamiento del ovario y del crecimiento
folicular, asi como la atresia y regresion del cuerpo luteo. Segun este autor, este

proceso ocurre en el periodo fetal y en la vida adulta.

Para Johnstone et al., (2002), la apoptosis es mediada por factores intrinsecos y
extrinsecos que, para Johnson (2003), son el estrés oxidativo, irradiacion, activacion
de los 95 genes promotores de apoptosis, dafio del ADN, citoquinas, capa de proteinas

virales, o el retiro de células de factores de crecimiento.
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5.5Dinamica Folicular durante el Ciclo Estral en el Bovino

El crecimiento, desarrollo y maduracién de los foliculos ovaricos es un proceso
fundamental para la alta eficiencia reproductiva en los animales de granja (Forde et
al.,, 2011). Durante el desarrollo fetal se establece un numero fijo de foliculos
primordiales, el crecimiento de un foliculo ovéarico toma un periodo de 3 a 4 semanas
y se categoriza como estadio gonadotrofina independiente y gonadotrofina
dependiente (Webb et al., 2004).

Las opiniones cientificas sobre la foliculogénesis en el bovino han variado a través de
la historia de la investigacion (Adams y Pierson, 1995). Segun Gordon (1996), Quintela
et al., (2006) y Motta et al., (2011) concuerdan que fue en el afio de 1960 cuando
Rajakoski propuso por primera vez la existencia de dos ondas de desarrollo folicular
en el bovino. Iniciandose la primera onda en el dia tres y finalizando a mediados del

ciclo con el inicio de la segunda onda que culminaria con la ovulacién.

Se defini6 a la onda folicular, como la activacion y crecimiento simultaneo de un grupo
de foliculos terciarios que emergen, continuando uno de ellos su crecimiento y
diferenciacion (foliculo dominante), mientras que los otros (foliculos subordinados) se
atresian (Gigli et al., 2006).

La emergencia del grupo o cascada de pequefios foliculos antrales se inicia justo antes
del dia de la ovulacién y durante los proximos dias, aseguré del Valle (2008), el foliculo
dominante secreta hormonas (Inhibina y Estrogenos), capaces de inhibir el desarrollo
de una nueva onda folicular y el crecimiento de los foliculos de su cohorte. Mientras
qgue el foliculo dominante continia aumentando de tamafio, el crecimiento de los
restantes foliculos de la cohorte cesa o0 se hace lento y estos foliculos subordinados

finalmente sufren atresia (Fricke, 2001).

Sugieren Goodman y Hodgen (1983), el uso de los términos reclutamiento, seleccion
y dominancia para describir el desarrollo folicular durante el ciclo estral. La fase de
reclutamiento esta dada por el desarrollo de un grupo de foliculos que comienzan a
madurar bajo un aporte adecuado de gonadotrofinas, que le permiten avanzar hacia la

ovulacion.
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La fase de seleccion, es el proceso por el cual un foliculo evade la atresia con la
posibilidad de llegar a la ovulacion y la fase de dominancia, es el proceso por el cual
el foliculo seleccionado ejerce un efecto inhibitorio sobre el reclutamiento de una nueva
cohorte de foliculos (Savio et al., 1988; Sunderland et al., 1994). Una fase de atresia
folicular presente solo en los foliculos no ovulatorios fue propuesta por Sunderland et
al., (1994), fase que también representa la desaparicion del foliculo dominante que no

ovula.

Durante el reclutamiento, un rango de 8 a 41 foliculos (en promedio 24), de dos, tres
(De Armas, 2007 y Adams et al., 2008) y hasta cuatro milimetros (Lucy et al., 1992;
Adams et al., 2008), inician su crecimiento. Durante los siguientes dos, tres (Bo, 2002)
y cuatro dias (Lucy et al., 1992), crecen hasta alcanzar un didmetro de seis a ocho
milimetros (Quintela et al., 2006) o hasta nueve milimetros (Lucy et al., 1992),

iniciandose la fase de seleccion (Quintela et al., 2006).

El foliculo dominante alcanza un diametro mayor a 10 mm (Lucy et al., 1992; Adams
et al., 1993) aproximadamente de 10 a 15 mm y permanece dominante por un periodo
de cinco a siete dias (del Valle, 1999), hasta que se hace atrésico o se vuelve
preovulatorio. El foliculo preovulatorio o de Graaf puede medir alrededor de 15 a 17
mm aseguraron Bo y Caccia (2000), en tanto que DesCéteaux et al., (2014) manifestd

gue su didmetro se encuentra entre los 11 a 16 mm.

La duracion del ciclo estral esta relacionada con la cantidad de ondas (Bo, 2002). El
nuamero de ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral es determinado por la
longitud de la fase luteal. Si la progesterona declina mientras el foliculo dominante de
la segunda onda est4 en la fase de crecimiento pos-desviacion o en su fase estatica
temprana (tres a cuatro dias después de su desarrollo maximo) este foliculo ovulara,

sino sufrird atresia y se originara una nueva onda (Lucy et al., 1992).

Asi, el principal factor que condiciona la duracion del ciclo y por lo tanto la existencia
de 2, 3 0 4 ondas por ciclo, parece ser la vida del cuerpo lateo (Fernandez, 2003).
Consecuentemente, la duracion del ciclo de dos ondas es de 18 a 21 dias, de 21 a 23
dias en los ciclos de 3 ondas (Bo, 2002) y 24 o 25 dias en los ciclos de cuatro ondas
(Zeitoun et al., 1996; Bo, 2002).
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Los primeros reportes usando ultrasonido indicaron que el nimero de ondas foliculares
gue ocurren en vaquillas ciclicas, varia entre animales. Algunas vaquillas exhibian dos
mientras que otras exhibian tres ondas sucesivas de crecimiento folicular durante cada
ciclo estral (Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988; Ginther et al., 1989; Taylor y
Rajamahendran, 1991).

La primera onda de desarrollo folicular se detecta el dia de la ovulacién (dia 0). La
segunda onda comenzara el dia 9 o 10 para los ciclos de dos ondas y los dias ocho o
nueve en los ciclos de tres ondas. En los ciclos de las tres ondas, la tercera onda
emerge los dias 15 o 16 (Bo, 2002). No obstante, hay una gran variacion individual
principalmente en la segunda onda, por lo que puede comenzar mas temprano (dia 6)
0 mas tarde (dia 12) (Bo y Mapletoft, 1999). En los casos de ciclos con cuatro ondas,

la cuarta onda comienza el dia 20 o 21 (Bo, 2002).

Un animal que presente un ciclo de dos ondas puede exhibir tres ondas durante el
subsecuente ciclo y viceversa, pero la frecuencia con la cual este cambio en el nimero
de ondas por ciclo se presente dentro de un animal no ha sido bien establecida. Varios
factores que influencian el namero de ondas por ciclo estral, incluyen la ingestién

dietética (Murphy et al., 1991), edad, paridad y estado de lactancia (Lucy et al., 1992).
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Figura 3: Esquema de la dinamica folicular durante el ciclo estral bovino.
Autor: Adaptado de Rippe, (2009).
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5.6 Aspiracion Folicular Transvaginal Guiada Por Ecografia (OVUM PICK-
UP, OPU) en Bovinos
La técnica de aspiracion folicular transvaginal guiada por ecografia conocida como
OPU por sus siglas en inglés (Ovum Pick-up), consiste en la recoleccion de ovocitos
(con ayudad de una aguja introducida por la vagina), mediante la puncion de los
foliculos visualizados a través de un ecografo en hembras vivas (Pieterse et al., 1988,
Denis et al., 2000, Bage et al., 2003).

La misma comenz6 a usarse en la mujer en la década de los afios 80 y se describe
por primera vez en bovinos por Pieterse et al., (1988), a finales de los afios 1990. La
técnica se habia extendido vertiginosamente a numerosos paises, ya que sin dudas
abre nuevos horizontes en el campo de las biotecnologias de la reproduccion.
Actualmente se utiliza por la mayoria de los centros dedicados a la reproduccién de
embriones in vitro (Hasler et al., 1995; Ward et al., 2000; Petyim et al., 2003).

Antiguamente la recoleccién de ovocitos para la produccién in vitro de embriones
provenia solo de hembras sacrificadas u ovarioectomizadas. Esta metodologia
presenta grandes limitaciones puesto que no permite ser reproducida, disminuyendo
la produccion de embriones y por tanto se encuentra limitada la posibilidad de
descendencia de las hembras sacrificadas. En cambio, la técnica de OPU permite la
obtencion de ovocitos de calidad y de forma estable, a partir de animales previamente
seleccionados y controlados. Este procedimiento no invasivo y repetible no afecta el
estado productivo y/o reproductivo ni compromete la fertilidad futura de las donantes
(Donnay et al., 1997; Maillard et al., 2003; Denis, 2008).

Esta técnica se adopt6 para recolectar ovocitos de forma repetida en hembras de alto
merito genético o novillas seleccionadas (krulp et al., 1994), para producir gran
cantidad de terneros con cualidades productivas conocidas y acortar el intervalo

generacional en los programas de produccién de ganado.

Se puede realizar en hembras que no responden a la estimulacién hormonal, también
pueden encontrarse en diferentes estados fisiologicos como ciclicas 0 no ciclicas

(Chaubal et al., 2006), con una prefiez temprana (Melntjes et al., 1995), con trastornos
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reproductivos (Looney et al., 1994; Bols et al., 1999) e inclusive en etapa prepuber
(Majerus et al., 1999; Taneja, 2000).

La técnica requiere fundamentalmente de un equipo ultrasonografico con transductor
convexo acoplado a un sistema de guia de agujas o guia de aspiracién y una bomba
de presion negativa. Bols et al., (1995), describieron un procedimiento que consiste en
introducir el transductor acoplado al sistema de guia de agujas por via vaginal, para
luego manipular los ovarios a través del recto, de forma tal que sean colocados contra

el transductor y se logre visualizar los foliculos en la pantalla del ecégrafo.

Posteriormente se introduce la aguja que atraviesa la pared vaginal y se puncionan los
foliculos entre 3 y 9 mm de didmetro. En este momento se aplica presién de vacio y
se recoge el contenido folicular en filtros o tubos coénicos que contienen medio de
aspiracion (PBS + heparina). El contenido del filtro o tubo cénico (medios de aspiracion
y liquido folicular aspirado junto con los ovocitos), es llevado hasta el laboratorio para
realizar la busqueda y evaluacion de la calidad morfologica de los Complejos
CumulusOvaocitos (CCOs) obtenidos (Solis et al., 2012).

El resultado de la técnica se basa fundamentalmente en la cantidad de CCOs
colectados y su viabilidad para fertilizacion in vitro y esta influenciado por muchos
factores que para su mejor comprensiéon Palma (2008), los ubicé en dos grupos:

factores técnicos y factores bioldgicos, los cuales se describen a continuacion.

5.6.1 Factores Técnicos de la OPU

Son factores vinculados al equipo de aspiracién empleado, los cuales ejercen gran
influencia sobre la cantidad y viabilidad de los ovocitos colectados. Algunos de los
factores técnicos de mayor relevancia son el tipo de aguja y la presién de aspiracion
(Solis et al., 2015).

La calidad de las agujas y su filo (Sasamoto et al., 2006) resultan esenciales para el
éxito de OPU (Scott et al., 1994). Hace algunas décadas se recomendo el empleo de

agujas largas (50-60 centimetros) con diametro exterior entre 1,0 y 1,5 milimetros,
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pues se consideraron relativamente faciles de construir y manejar, ademas tenian una
vida util prolongada (Pieterse et al., 1988; Galli et al., 2001; Merton et al., 2003). No
obstante, presentaron algunas desventajas como fueron los altos precios y la pérdida
con facilidad del filo, por lo que necesitaban ser reafiladas regularmente pero no

recuperaban su filo inicial (Simon et al., 1993).

Rath (1993), desarroll6 un método alternativo al utilizar agujas desechables (utilizadas
en la via epidural, nimero 18G) las cuales tenian la ventaja de ser muy baratas,
estériles y adaptables. Sin embargo, se requeria de un complejo sistema de guia para
poder ser utilizadas, por lo que Bols et al., (1995) disefiaron un sistema de guia que se
esta utilizando actualmente con buenos resultados. Se utiliz6 estas agujas
desechables fijandolas a un dispositivo metalico, el dispositivo y un transductor
sectorial se acoplan a su sistema de guia, lo cual facilita la operacion. Se obtuvo una
tasa de recoleccion de 42% (numero de ovocitos recolectados por cada 100 foliculos

puncionados).

La presion de aspiracion que se alcanza en la punta de la aguja depende de la presion
negativa ejercida por la bomba de aspiracion, del largo y ancho del sistema de tubos
de colecta y del didametro de la aguja utilizada. Por lo tanto, resulta mas acertado
expresar la presiéon de vacio como la cantidad de fluido colectado por minuto (ml de
agua/min), que en milimetro de mercurio (mmHg), ya que un simple cambio en el

didmetro de la aguja puede triplicar la cantidad de fluido recolectado (Bols et al., 1996).

Este aspecto tiene gran importancia, pues existe una relacién inversamente
proporcional entre la presion de aspiracién y el nimero de células del cimulo del
ovocito colectado, siendo que, a mayor numero de células del camulus, mayor sera la

capacidad de maduracion y desarrollo embrionario del ovocito (de Loos et al., 1989).

Bols et al., (1996) compararon tres diametros de aguja y cinco presiones de aspiracion
y obtuvieron las mayores tasas de recoleccion con las agujas de mayor diametro
(18G), independientemente de la presion de aspiracion utilizada, mientras que, para
todos los tipos de agujas, las mayores tasas de recoleccion fueron logradas al aplicar
las mayores presiones de aspiracion. Sin embargo, las mayores cantidades de

ovocitos con cumulos intactos se obtuvieron al aplicar bajas presiones de aspiraciony
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al aumentar presion de aspiracion, aumenté el numero de ovocitos deshudos.

Similares resultados fueron encontrados mas tarde por Ward et al., (2000).

En cuanto al diametro de la aguja, Bols et al., (1996) encontraron mayor cantidad de
ovocitos con cumulos intactos y menor ovocitos desnudos al utilizar agujas numero 21
(21G) a bajas presiones. Galli et al., (2001) y Petyim et al., (2001) alcanzaron buenos
resultados utilizando presiones entre 20-25 ml de agua por minuto y 12-15 mililitros de
agua por minuto, empleando agujas con diametro de 20G y 19G respectivamente,
mientras Argov et al., (2008) recomendaron una presion de aspiracion de 25 mililitros

de agua por minuto al utilizar agujas con un diametro de 18G.

Denis (2006), después de probar tres presiones de aspiracion demostré6 que una
presion de aspiracion de 26 mL de agua/min, resulta Optima tanto para la tasa de
recoleccion como para la cantidad y calidad de los ovocitos recolectados, presiones
inferiores y superiores a ésta (18 y 36 mm de agua/min), producen variaciones

desfavorables en estos indicadores.

5.6.2 Factores biolégicos de la OPU

Palma (2008), sefialé algunos factores biolégicos, entre ellos se encuentran la raza,
edad, condicion corporal, estado fisiolégico, frecuencia y momento de aspiracion
relativos al momento del ciclo estral, fertilidad, respuesta individual ovarica y la

estimulacion hormonal de las donantes previa a OPU.

5.6.2.1 Razade las donantes

Dominguez (1995) reporté una mayor cantidad de foliculos en hembras de razas

europeas comparadas con el Cebl y animales mestizos, aunque no se reportan
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diferencias en la calidad de los ovocitos colectados. De Armas et al., (1994) colectaron
una mayor cantidad de CCOs por ovario en la raza Holstein respecto a los
cruzamientos, sin embargo, la cantidad de blastocistos obtenidos después de la FIV

fue superior en los animales mestizos.

Un tanto discrepante, Dayan et al., (2000), Seneda et al., (2002), Blaschi et al., (2008),
Carvalho et al., (2008), Sartori y Barros (2011) y Gimenes et al., (2015), han
encontrado que las vacas Cebuinas, suelen tener mayor numero de foliculos
reclutados por onda, por tanto, disponibles para OPU, en comparacion con las vacas
de razas europeas. Cruz et al.,, (2009) encontraron un promedio de 16.3 CCOs
procedente de vacas Bos indicus versus 4.6 ovocitos procedentes de vacas Bos

taurus.

En un estudio realizado por Silva-Santos et al., (2011), no se encontraron diferencias
significativas en el numero de foliculos pre-antrales (primordiales, primarios o
secundarios) en ovarios de fetos de novillas Bos taurus o Bos indicus. Esto sugiere
gue el numero superior de foliculos y mayor rendimiento en los programas OPU de
animales cebuinos, puede estar asociado a una tasa de atresia folicular inferior en los
Bos indicus que en los Bos taurus. Se contindan los estudios para confirmar esta
hipétesis, no obstante, el nimero de foliculos reclutados por onda en una vaca cebuina

es el doble del observado en una Bos taurus segun Baruselli et al., (2012).

5.6.2.2 Edady categoria de las donantes

La técnica de OPU puede ser empleada con el objetivo de acortar el intervalo
generacional e incrementar el progreso genético (Aardema et al., 2015; Mullaart et al.,
2015) en animales tan jévenes como de 6, 9 o0 10 meses de edad (Bols et al., 1999).
También puede ser aplicada con buenos resultados en vacas de hasta 15 afios de
edad (Matthiesen, 2011).

No obstante, la utilizacién de la OPU en animales muy jovenes esta limitada por el
reducido tamafo de la pelvis, pero en dependencia del desarrollo del tracto genital y
del tipo de transductor utilizado se han reportado algunos trabajos (Bols et al., 1999).
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Mullaart et al., (2015) indicaron que la tasa de embriones producidos a partir de
hembras con nueve meses de edad es mayor cuando éstas han presentado celo antes

de la primera aspiracion.

De acuerdo con Ireland et al., (2011), la cantidad de foliculos en los ovarios varia
considerablemente a través de la vida reproductiva de los bovinos. Por ejemplo, el
namero de foliculos sanos y de los ovocitos en ovarios de las terneras recién nacidas
oscila entre 10,000 y 350,000 en el nacimiento (Erickson, 1966) y de 1,920 a 40,960

en novillas de 12 meses de edad (Ireland et al., 2011).

Ademas, las vacas al afio de edad han perdido el 80% de su poblacion original de
ovocitos sanos (Erickson, 1966). Segun Ireland et al., (2011) existen evidencias de que
vacas con un bajo contaje de foliculos antrales, presentan varias caracteristicas

fenotipicas generalmente asociadas a la infertilidad.

Sin embargo, los resultados son un tanto contradictorio en algunas investigaciones.
Nibart y Marquant-Le et al., (1995) mostraron resultados de varios autores
relacionados con la cantidad y calidad de ovocitos colectados, la tasa de coleccion y
el promedio de embriones viables obtenidos al utilizar vacas o novillas como donantes,
donde los mejores resultados en todos los indicadores evaluados estan a favor de las

vacas.

Denis (2006), demostraron que la categoria de la donante influye significativamente en
los resultados de la técnica de OPU, cuando obtuvieron mejores resultados en las
vacas con respecto a las novillas, independientemente de su estado reproductivo

(gestantes o vacias).

En tanto que Su et al., (2012) encontraron un mejor desarrollo embrionario en novillas
de 12 meses de edad comparadas con vacas de 1 a 3 partos y de 8 partos a mas, con
hasta 15 afios de edad. Ellos concluyeron que la edad de la donante de ovocitos puede
afectar la competencia de desarrollo de ovocitos recuperados por OPU a través de la

accion del balance hormonal de esteroides en el desarrollo folicular.
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5.6.2.3 Condicion fisiolégicay corporal de las donantes

Es posible realizar la recoleccion de ovocitos en animales vivos hasta los 90 (Betancur
et al., 2011) o 100 dias de gestacion (Aller et al., 2012). Se puede realizar ademas en
hembras gestantes (Betancur et al., 2011), después de haber sido estimuladas con
eCG (Aller et al., 2012) o con FSH (Meintjes et al., 1995), aunque no siempre se logra

obtener mayor niamero de ovocitos (Bungartz et al., 1995).

Dominguez (1995) encontr6 un incremento en el nimero de foliculos medianos y
grandes en hembras gestantes comparado con hembras ciclicas. Argov et al., (2008)
observaron un incremento de ovocitos recolectados al aumentar el niumero de

sesiones de aspiracion en vacas al inicio de la lactancia.

Por otra parte, Dominguez (1995) reportd un incremento proporcional en la calidad de
los ovocitos en la medida en que se incrementaba la condicion corporal. Lopez et al.,
(1996) encontraron que la subnutricibn que se manifiesta fisicamente con una
condicion corporal desfavorable, no tuvo un efecto negativo en la morfologia de los
ovocitos, no obstante, se evidencid una disminucién significativa en el namero de

blastocitos producidos in vitro.

Contradictoriamente Chrenek et al., (2015) indicaron que la condicién corporal afecta
a la calidad inicial de los ovocitos, pero no afecta a la tasa de clivaje ni la tasa de
blastocitos. Solis et al., (2016) demostraron que hembras con baja condicién corporal
pre-estimuladas con FSH o eCG, pueden presentar igual calidad de ovocitos que las

hembras con condicion corporal normal.

En vacas lecheras superovuladas y clasificadas corporalmente en escalade 1 a 5, se
logré colectar un numero significativamente mayor de embriones cuando éstas se
encontraban en una condicién corporal entre 2,50 y 3,25 que cuando presentaban
condiciones corporales mayores o menores (Kubovicova et al., 2013). Leroy (2008)
demostrd que los cambios metabdlicos detectados en el suero sanguineo de vacas
altas productoras de leche después del parto, estan presentes también en el liquido
folicular de los foliculos dominantes, por lo que las posibilidades de desarrollo de los

ovocitos presentes en estos, pueden verse limitadas.

36



Por otra parte, no todas las vacas tienen la misma cantidad de foliculos en los ovarios.
En la especie bovina se sabe que la cantidad de foliculos primordiales se desarrolla
durante la vida fetal (Aerts y Bols, 2010) y tiene una fuerte correlacién con el estado
nutricional de la madre, sobretodo en el primer tercio de la gestacion (Evans et al.,
2010). Por lo tanto, las vacas que sufrieron alguna restriccion alimentaria durante la
prefiez, producen hijas con una poblacion folicular menor, comparado con hijas de
vacas que no sufrieron ninguna deficiencia en la alimentacién en dicha etapa (Evans
et al., 2010).

5.6.2.4 Frecuenciay momento de aspiracion relativos al momento

del ciclo estral.

Una de las ventajas que ofrece esta técnica es que puede ser altamente repetible en
un mismo animal, Pieterse et al., (1991) obtuvieron buenos resultados al realizar la
OPU en diferentes momentos del ciclo estral (dias 3 0 4, 9 0 10 y 15 o 16 del ciclo

estral), durante dos periodos (tres y seis meses).

Vos et al., (1994) obtuvieron un nimero significativamente superior de ovocitos cuando
realizaron la OPU 22 horas posterior al pico de LH, con respecto a cuando realizaron
esta antes de que se produjera el pico de esta hormona. Acar et al., (2013) con
hembras del bufalo de agua, no encontraron diferencias en la cantidad y calidad de los

CCOs colectados durante la fase folicular o luteal del ciclo estral

Por su parte Hendriksen (2004) obtuvo mayor calidad de CCOs cuando realiz6 OPU
el dia cinco del ciclo estral respecto a cuando la realiz6 el dia ocho, momento en que
estuvo presente un foliculo dominante, lo que sugiere que la presencia de este foliculo
inhibe el desarrollo del resto de los foliculos subordinados. Gimenes et al., (2015)
aspiraron vacas Holstein, Nelore y Bufalo Mediterraneo a los dias uno, tres y cinco
después de la emergencia de la onda y no reportaron diferencias en cuanto al
porcentaje de CCOs colectados y blastocitos producidos entre los tres momentos de

aspiracion.
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Los resultados de Yamanouchi et al., (2015) sugirieron que la presencia de un cuerpo
lateo no afectd la tasa de clivaje ni de produccion de blastocitos, pero puede mejorar
la eficiencia de la produccion de embriones mediante el aumento de la calidad de los
CCOs vy los blastocitos. Del mismo modo Penitente- Filho et al., (2015) encontraron
gue los ovarios con cuerpo lateo mostraron un mayor numero de ovocitos de buena

calidad que los ovarios sin dicha estructura.

Merton et al., (2003), Viana et al., (2004) y Lopes et al., (2006) reportaron mayor
cantidad de CCOs viables para PIVE cuando se emplearon frecuencias de dos
aspiraciones semanales en lugar de una, no obstante, estos resultados discrepan con
los reportados por Chaubal et al., (2006) y Solis et al., (2012) quienes no encontraron
diferencias en la calidad cuando los ovocitos fueron colectados una o dos veces por

semana.

5.6.2.5 Fertilidad y respuesta individual de las donantes

Otra de las ventajas de la OPU es que puede ser empleada en aquellos animales que
no tengan buena respuesta a los tratamientos superovulatorios (Boni, 2012). En
Bélgica, el primer ternero nacido por esta técnica se logré a partir de un ovocito
recolectado de una vaca de baja fertilidad, seguido de la transferencia de otros 56
embriones producidos in vitro, donde de las 12 gestaciones logradas siete
correspondian a donantes de alto valor genético (Bols et al., 1996). Otros trabajos
también corroboraron la posibilidad de obtener ovocitos y embriones a partir de

hembras que no responden a los tratamientos superovulatorios (Bols et al., 1996).

La individualidad de la donante es otro factor que influye significativamente en los
resultados de la OPU, causando gran variacion en el nimero de ovocitos colectados y
blastocistos producidos (Palma, 2008). De modo que se han reportado diferencias
entre hembras de la misma raza que van desde 0 a 26 ovocitos recolectados por
donante (Hasler et al., 1995).

También, se ha determinado que el nimero de foliculos antrales esta positivamente
correlacionado con el tamafio del ovario en animales adultos jévenes, en tanto que
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vacas con un bajo nimero de foliculos antrales generalmente responden mal a la

Superovulacion (Evans et al., 2010; Ireland et al., 2011).

5.6.2.6  Estimulacién Hormonal previa a OPU

Existen numerosos reportes relacionados con la recoleccion exitosa de ovocitos, sin
necesidad de utilizar algun tipo de estimulacién hormonal, tanto en hembras Bos-
Indicus (Pontes et al.,, 2011; Morotti et al., 2014), como en hembras Bos-Taurus
(Morotti et al., 2014). Sin embargo, se ha encontrado animales con baja actividad
ovarica (Bousquet et al., 2000), donde se hace necesario utilizar una combinacion de
FSH-LH o de gonadotropina coriénica equina (eCG), las cuales son hormonas que
tienen un efecto positivo en los tratamientos superovulatorios, aunque administran

distintas dosis y se modifica el tiempo del tratamiento.

De Roover et al., (2005) reportaron gue cambios minimos en las dosis de FSH influyen
en el tamanfo, pero no en el niumero de foliculos, el cual si se vio influenciado por la
donante y el numero de sesiones de OPU. No obstante, Murakami et al., (2006),
demostraron que la utilizacién conjunta de FSH con BTS provocé un nimero mayor de

foliculos que deben puncionase y de ovocitos recolectados de éptima calidad.

Chong et al., (2008) reportaron un incremento significativo en el numero de foliculos
puncionados y ovocitos recolectados al estimular las donantes con eCG. Restrepo et
al. (2011) encontraron un mayor numero de CCOs cuando las hembras fueron
preestimuladas con FSH en comparacion con las hembras no estimuladas. Ademas,
concluyeron que la inclusion de eCG en un esquema para la pre-estimulacion ovarica

con FSH, ejerce un efecto favorable sobre la calidad de los CCOs recuperados.

Vieira et al., (2015) reportaron un mayor porcentaje de foliculos de mediano tamafio (6
a 10 mm), pero una menor tasa de recuperacion de CCOs a partir de vacas
preestimuladas con FSH, con respecto a vacas no estimuladas. Sin embargo, también
reportaron mayor tasa de produccion de blastocitos a partir de las vacas

preestimuladas.
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Todas estas investigaciones indican que la pre-estimulacién hormonal puede ser una
herramienta importante a la hora de buscar mejores resultados. Sin embargo, tomando
en cuenta la necesidad social de reducir el uso de hormonas en los animales de
produccién, lo recomendable es emplearla de forma circunstancial en casos de
hembras con problemas de fertilidad, con pobre actividad ovarica o en las que no es
posible realizar la colecta a intervalos cortos por factores de tiempo y/o distancia (Solis
et al., 2016).

6. Metodologia

6.1 Ubicacién Geogréafica

Figura 4: Ubicacion FCA Figura 5: Ubicacion Hacienda Agua Fria
Fuente: Obtenida de Google Earth Fuente: Obtenida de Google Earth

Esta investigacion comprendio dos fases de trabajo: una de campo concerniente a los
procedimientos de AFT y otra de laboratorio que involucré los procedimientos de
clasificacion de los ovocitos colectados.

Se realizé AFT de novillas Fleckvieh en el Centro de Investigaciones en Biotecnologia
Agropecuarias (CIBA) de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Panama, Republica de Panama; ubicado en el corregimiento de Chiriqui, Provincia de
Chiriqui; localizado a los 8°23’15,12” de latitud norte y 82°19’47.48” de longitud oeste,
con una elevaciéon de 26 msnm. Del mismo modo, se realizé AFT en la Hacienda Agua
Fria en el Distrito de Penonomé provincia de Coclé; localizado a los 8° 24" 58 de
latitud norte y 80° 20" 51" de longitud oeste, con una elevacion de 29 msnm. La fase
de laboratorio, se realiz6 en el Laboratorio THERIOGENETIC®, ubicado a unos 5 km
del CIBA en el corregimiento de Los Algarrobos, Provincia de Chiriqui, Republica de

Panama.
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6.2 Sujetos Experimentales
En esta investigacion se emplearon un total de 16 novillas, ocho (8) de la raza
Fleckvieh y ocho (8) de la raza Gyr, las cuales fueron sometidas a AFT. Dentro de
raza, las mismas eran homogéneas las siguientes variables:

e Raza: Fleckvieh y Gyr

e Etapa biolégica: Novillas

e Edad: 18 a 26 meses

e Peso: 330 a 375 kg.

e Condicion corporal: 3a3.75enescalade 1lab

e Estatus reproductivo: Ciclicas sin patologias del aparato genital

e Alimentacion: Sal mineral ad libitum
Entre razas las mismas eran heterogéneas en las siguientes variables:

e Manejo

e Alimentacion

e Condiciones climaticas

Figura 6: Animales Gyr para AFT Figura 7: Infraestructura FCA (CIBA)
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6.3 Procedimiento de Aspiracion Folicular Transvaginal

Figura 8: Equipo de AFT Figura 9: Proceso de AFT a novillas Gyr

Previo al inicio de la recolecta de ovocitos con AFT, la onda folicular de las novillas fue
sincronizada empleando el método de ablacion de foliculos mayores a 10 mm con AFT.
Esto permitié el desarrollo armdénico de los foliculos en todas las novillas empleada.
Cuatro dias después de efectuada la ablacion de los foliculos se realizo la primera
sesion de aspiracion a todos los animales y una segunda sesién cuatro dias después

de la primera.

Para el desarrollo del procedimiento de AFT, las hembras fueron anestesiadas de
forma regional con Lidocaina al 2% (3 a 5 mL/vaca, via epidural), lo cual evito las

contracciones rectales y facilitd la manipulacion de los ovarios.

Se empled un ultrasonido marca SIUI®, el cual consta de un transductor convexo de
6.5 MHz, acoplado a un sistema de guia de agujas marca WTA®. El sistema de guia
de agujas fue equipado con agujas de 20G x 2” unidas a lineas para aspiracion folicular
(mangueras de silicona), y estas a su vez a un tubo cénico de 50 mL (tubo de colecta),
mediante un tapon metalico para aspiracion folicular marca WTA®. El tapén metélico
se une a una bomba de vacio (Pioneer® pro pump) mediante una manguera de silicona

de 8 mm de diametro.
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A cada tubo cénico empleado en el procedimiento le fue adicionado aproximadamente
5 mL de solucién salina méas heparina a razén de 10000 Ul de heparina por cada 100
mL de solucion salina. El transductor acoplado al sistema de guia de agujas se
introdujo por via transvaginal en direccion dorso-craneal hasta localizar el cuello del

utero.

Los ovarios fueron manipulados con la mano libre del operador por via transrectal, de
forma tal que se colocaron contra el transductor, permitiendo asi visualizar los foliculos
en la pantalla del ultrasonido. Con la aguja se atraveso la pared vaginal hasta llegar a

los ovarios, aspirando de esta forma todos los foliculos visibles (& 25mm).

Se aplic6 una presién de vacio aproximada de 80 mmHg (previamente calibrada a 26
mL de agua/min), de manera que el licor folicular junto con el medio y los ovocitos
llegaron hasta el tubo conico, que fue llevado hasta el laboratorio para realizar la

busqueda y seleccidn de los ovocitos.

6.4 Clasificacion de los ovocitos colectados por AFT
El contenido del tubo cénico de colecta fue depositado en filtros para embriones
EmConTM con maya de 75 um. Seguidamente se adicion6 solucién salina dejando
pasar liquido a través del filtro, hasta aclarar el contenido y facilitar la busqueda de los
ovocitos, la cual fue realizada bajo visién estereoscopica en placas petri de busqueda
(@ = 100x100 mm).

Los ovocitos colectados en cada sesion de aspiracion fueron contabilizados, evaluados
morfolégicamente y clasificados, tomando como referencia los criterios propuestos por
de Loos et al. (1989), donde los ovocitos de grado 1: se consideraron como excelentes,
grado 2: buenos, grado 3: regulares y grado 4: malos.

Los ovocitos de grado 1, 2 y 3 son considerados viables para PIVE, en tanto que los
ovocitos grado 4 son considerados no viables. Dicha escala de clasificacion se

describe a continuacion en la tabla uno.
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Tabla 1. Clasificacion de los ovocitos colectados por AFT

Grado 1

+ Cumulos con capas multiples (entre 3y 5)

* Cumulus compacto

+ La totalidad del camulus es clara y transparente
+ Citoplasma homogéneo

Grado 2

» Cimulus como en el grado uno o algo mas oscuro y menos transparente.

» Citoplasma con granulacion mas gruesa y mas oscura en la periferia que en grado uno.

Grado 3

dos.

* Camulus menos compacto (menos de 3 capas de células), mas oscuro que en uno o

Grado 4

* Sin cimulus o con cumulus expandido.

Adaptada de De Loos, et al., (1989).

Figura 10: Proceso en Laboratorio

o

Figura 11:

“Ovocitos viables
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6.5 Analisis Estadistico

Las hembras empleadas fueron los tratamientos (16 tratamientos). Cada hembra fue
aspirada dos veces (dos replicas por tratamiento) lo que dio un total de 32

observaciones.

Los datos fueron evaluados empleando un Disefio de Bloques Aleatorizado (DBA)
tomando como criterio de bloque la raza de las hembras empleadas. Se trabajé con
un nivel de significancia de a: 0.05 y un nivel de confianza de 95%. Se emple¢ el test
de Duncan para realizar las comparaciones de medias entre los tratamientos. Los

datos fueron analizados empleando el softwere estadistico infostat version 2020.

6.5.1 Modelo lineal aditivo

Yij = u + ti + bj + rk(tbr)ijk+ eij

Donde:

Yij: Variable dependiente

u: Media general del experimento

ti: Efecto del tratamiento

bj: Efecto de bloque

rk: Efecto de replica

(tbn)ijk: Efecto de la interaccién tratamiento por bloque por réplica

eij: Error aleatorio
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1. Resultados y Discusién

En contraposicion con multiples investigaciones que sustentan que las razas cebuinas
suelen tener mayor numero de foliculos reclutados por onda, por tanto, disponibles
para AFT en comparacion con las razas europeas (Dayan et al., 2000, Seneda et al.,
2002, Blaschi et al., 2008, Carvalho et al., 2008, Sartori y Barros 2011 y Gimenes et
al., 2015), en esta investigacion no encontramos diferencia estadisticas significativas
(P>0.05) para el niumero de ovocitos colectados, entre las hembras Fleckvieh y Gyr

como se aprecia en la tabla dos.

Tabla 2. Promedios de ovocitos colectados en las razas evaluadas

RAZA N POMEDIO DE PROMEDIO TOTAL DE
OVOCITOS VIABLES OVOCITOS
GYR ‘ 16 5.94°EEO0.76 9.81°EE1.04

FLECKVIEH ‘ 16 6.63°EEOQ.76 9.00% EE1.04

Columnas con letras distintas difieren significativamente

Cuando se analiz6 la variable numero de ovocitos totales colectados por AFT en
hembras de la raza Gyr, se encontré que un animal manifesto diferencias estadisticas
significativas (P<0.05) con respecto al resto, como se aprecia en la grafica uno. De
igual forma al estudiar los resultados ostentados por las novillas Fleckvieh se encontro
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre las hembras evaluadas, para el

namero total de ovocitos colectados (grafica dos).
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Grafica 2. Promedios de ovocitos totales colectados por AFT en las novillas
Fleckvieh.

En un estudio realizado por Hidaka et al., (2018), sefialan que las variaciones entre

donantes individuales de ovocitos representan un problema grave en el ganado para
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produccion, al implementar la recogida de évulos (OPU) y la maduracion in vitro (IVM)
de ovocitos. Sin embargo, se desconoce la causa precisa de este problema. Yang et.
al., (2008), encontraron variabilidad individual en las donantes de ovocitos para
produccién de embriones clonados in vitro, la produccién media individual de ovocitos
vario significativamente en cantidad. Después de clasificar las novillas por produccion
de ovocitos, se observd que la novilla H1(4.4 + 0.5) tenia la produccién media mas

baja de ovocitos por sesion, mientras que la H5 (10.7 = 2.0) tenia mas alto.

Aunque la mayoria de los autores desconocen la causa precisa de la variabilidad
individual, muchos la atribuyen a la expresion de algunos genes que tienen efecto
directo sobre las producciones de ovocitos, embriones, incluso hasta la implantaciéon
en la hembra receptora. Calderdn (2015), observé que los valores promedio de nimero
de foliculos, de cuerpos luteos y de embriones recolectados fueron mejores en
aquellas donadoras que presentaban niveles altos de la hormona Antimulleriana
(AMH).

Kumar et. al., (2021), quienes estudiaron la presencia de algunos genes importantes
presentes en casi todos los procesos que implican la PIVE, como los son: Proteina de
choque térmico (HSP 70.1), Factor de diferenciacion del crecimiento (GDF9), Proteina
morfogenética 6sea (BMP15), Conexina (CX43), entre otros. Concluyeron que estos

genes tienen una relacion directa con el fendmeno de la variabilidad individual.
Al estudiar los resultados ostentados por las novillas Fleckvieh y Gyr se encontro

diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre las hembras evaluadas, para el

namero de ovocitos viables para PIVE, como se aprecia en las graficas tres y cuatro.
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Nuestros resultados son coincidentes con las apreciaciones de Seneda et al., (2002),

quienes indicaron que, a pesar del potencial similar entre los individuos de la misma
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raza, la variabilidad entre las distintas donantes para producir una poblacion viable de
foliculos puede influir en los resultados de la AFT. Sin embargo, no se encontré en la
literatura investigaciones que comparen estadisticamente el nimero de ovocitos
viables para PIVE colectados por AFT entre animales de la misma raza, incluso entre

razas diferentes.

Como se sefalo, este fendmeno puede estar estrechamente relacionado con un factor
genético, como lo reportaron Santos-Biase et. al., (2012), quienes estudiaron los
polimorfismos de los genes antes mencionados y cémo influyen en la calidad y
cantidad de ovocitos, encontraron que una modificacion de un solo nucleétido del gen

GDF9 observo una diferencia significativa en el nimero de ovocitos viables.

Como hemos visto, la calidad de los ovocitos colectados por AFT presenta mayor
variabilidad entre donantes de ovocitos, si se compara con el niumero total de ovocitos
colectado. Esto sugiere que el nimero de foliculos que emergen en una onda de
desarrollo folicular, lo cual influye sobre las tasas de recoleccién de ovocitos por AFT,
es menos variable entre animales homogéneos, sin embargo, los procesos de
desarrollo ovocitario intra folicular que influyen sobre la calidad del ovocito representan

una mayor fuente de variacion entre individuos homogéneos.
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7. Conclusiones
Se concluye que no existen diferencias para el nimero y calidad de ovocitos

colectados por aspiracion AFT entre novillas de las razas Gyr y Fleckvieh.

Existe variacion individual para nimero total de ovocitos colectados por AFT entre
individuos de la misma raza, etapa bilégica, edad, peso, condicién corporal, estatus

reproductivo y alimentacion.

Existe variacion individual en el nUmero de ovocitos viables para PIVE obtenidos por
AFT entre individuos de la misma raza, etapa biologica, edad, peso, condicion corporal,

estatus reproductivo y alimentacion.
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8. Recomendaciones

Considerar la variacion individual como criterio de seleccion de hembras donantes de

ovocitos en los sistemas de produccion in vitro de embriones.

Considerar la variacién individual como un factor de variacion en los disefos

experimentales propuestos en experiementos de aspiracion folicular.
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