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Flor lo extenso y complejo del campo de (a reproduccién animal, o
presente tvabajo es el principio de¢ une ardua g dinamica tavea que
vequiere del teabajo de un equipo de personas que perciban la
funcionalidad intrinseca en la que se basa la propia vida. Considevando
las condiciones en [as que se inicid ol proyecto de fertilizacion in vitro
en bovinos, g el tiempo disponible para concluir una etapa de formacion
academica, los avaaces ¢ ¢l trabajo de laboratorio son considecvables.
{RQueda ol deseo de continuac con los propositos de lograr a plenitud las
metas j objrtivos oviginalmente planteados.

&L autor
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RESUMEN

Mayela P. Gallegos de (a Hoya Fecha de Graduacién: Noviembre de 1998
Candidato al Grado de Doctor en Ciencias
con especialidad en Reproduccién Animal

Titulo: Fertilizacion in vitro de ovocitos bovinos
NUmero de paginas: 76

Area de Estudio: Ciencias Pecuanas. Reproduccidn Animal

Propdsitos y Matodos de Estudio: Los avances en las técnicas de manipulacion de
gametos y produccidn de embriones in vitro, se han enfocado hacia el mejoramiento
animal. Debido a la vanacidn en los resultados reportados en los diferentes
laboratorios se planteo el objetiva de establecer los parametros propios, e identificar
los factores que influencian la eficiencia de la tecnologla in vitro. El estudio se realizéd
en dos etapas: En la primera se evalué el efecto de la época y la fase del ciclo estral
sobre |a calidad y cantidad de ovocitos bovinos. Para esto, se colectaron ovarios en
el rastro durante un afio, y se clasificaron en las diferentes fases del cicla estral de
acuerdo con las estructuras ovaricas presentes. Se aspiraron los foliculos entre 2 a 6
mm y los ovocitos obtenidos se clasificaron microscépicamente en categoria uno y
dos, siendo lgs primeros [os aptos para la maduracién y cultivo in vitro. En esta etapa
se estudié el efecto de la fase del ciclo estral, época del afie y temperatura ambiental
sobre [a cantidad y calidad de ovocitos; las cuales fueron comparadas en cuanto a
tase del ciclo y época del afic mediante un disefio completamente al azar con amreglo
factonal 3 x 4; tomando como factores las épocas del afio y las fases del ciclo estral,
la comparacidn de medias se hizo por contrastes ortogonales. La relacién entre
temperatura ambiental y numero de ovocitos se determiné con regresidn lineal. En la
segunda etapa, se evalud el efeclo del tipo de ganado sacrificado y tipo de medio de
cultivo sobre los indices de maduracidn, fertilizacion y desamollo celular in vitro. Las
variables medidas fueron: Numero y calidad de ovocitos por ovano, porcentaje de
maduracion, fertifizacién y de desarrolio embrionario. Las variables numero y calidad
de ovocitos por ovaro, se analizaron mediante un andlisis de vananza para
determinar la diferencia entre tipo de ganado. E| porcentaje de maduracién y de



determinar |a diferencia entre tipo de ganado. El porcentaje de maduracion y de
desarrollo embrignaric se analizaron con una prueba de X° para probar a

independencia entre los factores.

Contribuciones y Conclusiones: De los resuftados oblenidos se concluye que la
época del afio efecta 1a cantidad y calidad de los ovocitos, siendo el inviemo y la
primavera mejores que ol verang y otofio. Lo que se deberd considerar en futuros
trabajos, dadas las condiciones ambientales extremosas de la regién. Por otro lado, of
tipo de ganado y medio de cultivo, afectaron los Indices de maduracidn, fertilizacion y
desarrolla celular in vitro, encontrandose diferencias significativas favorables para el

ganado de agostadero y para el in glutamina.
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ObJectives and Methods for the Research Work: Recent developments in gamete
manipulation techniques and embryo production /n vitro have been applied to animal
breeding. This study was designed to establish the parameters and to identify the
factors that influence efficiency of in vitro technology in our laboratory due to variation
in the reported laboratories results. The study was carmied out in two parts. In the first
part the season and cycle phase effect were evaluated over cuantity and quality of
bovine oocytes. The ovaries were recoverad from the abattoir during @ year, and they
were classified in different oestrous cycle phases according with ovarian structures.
Follicles between 2-6 mm were aspired and the cocytes obtained were classified in
categonies one and two, in vitro culture requires oocytes of category one. The effect
of season, cycle phase and ambiental temperature were measured over quantity and
quality of oocytes. These variables were analized by a completely randomized design
with factorial arrangement 3 x 4, and the comparison of means by ortogonal
contrasts. Regression analysis was used to determine the relation betwen oocytes
numbers and ambiental temperature. In the secand part, cattle type and medium type
over index of in vitro maturation, fertilization and cellular cleavage were evaluated. The
pocytes per avary number, oocytes quality, maturation and cleavage percentages
were measured. These variables were anafized using analysis of variance. The
percentage of maturation and cleavage were analyzed by X? tests.

Contributions and Conclusions: The season affected the quantity and quality af
oocytes. Both, quality and quantity were better in spring and winter than summer and



autumn. These results should be considered by future works due to extreme ambiental
conditions of the region. Cattle type and culture medium affected the index of in vitro
maturation, fertilization and cellular development. Cattle from extensive production
sistemns was better than animals from feedlot sistems and the medium without
glutamine was better than glutamine medium.
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1. INTRODUCCION

La historia de la biotecnologia reproductiva data de 1780, cuando Spallanzani logré el
nacirmuento de cachorros vives a partir de la msenminacion artificial ([A) de una perra.
Sin embargo, fue hasta 1900 cuando el Ruso Ivanov desarrolio la vagina artificial y
con ¢llo la técnica de A se extendid a caballos, bovines y ovejas. En 1940°s s=
desarrollaron las técnicas de congelado y almacenado de semen en la Universidad de
Cambridge, Inglaterra; al mismo tieropo se aislaron y manipularon gametos femeninos.
De hecho, la maduracidn in vifro (MIV) en mamiferos se reportd por primera vez
los 50’s, por Gregory Pincus. Una comprension mejor de los mecanismos basicos de la
fertilizacién, se dio con ¢l reconocimiento de la capacitacion espermdtica por Austin y
Chang en 1951. En 1959 se obtuvé el primer nacimiento en conejos producto de la
fertilizacion in vitre (Chang, 1968; Chang er al,, 1977 citados por Gordon, 1994).

En 1969, Joe Sreenman observd la maduraciém nuclear de ovocitos bovinos
procedentes de ovarios que recuperd en el matadero. No obstante, el primer suceso
completo de fertilizacion in virro (FIV), lo efectuaron Iritani y Niwa en Japdn en
1970. Fue en 1981 cuando Brackett er al. obtuvieron el primer becerro nacido vive,
producto de la FIV. En Canad4 Lambert e ol. (1983) reportaron el nacimiento de 6
becerros por FIV, usando la laparoscopia y ¢n Japon el primer becerro fue obtenido
por Hanada et al., en 1986 (Gordon, 1994).

Desde el macimiento de Louise Brown en 1978, a la fecha, se han logrado en todo el
mundo 300 000 nifios nacwos vivos, por medio de la reproduccidn asistida (Dale y
Eider, 1997). A partir de la década pasada se ha visto un marcado interés en la
biologia reproductiva. Estc se ha dado en parte, por los logros en la produccion in
vitro (PIV) de embriones en la Medicina Veterinaria, y por otro lado, por las
crecientes necesidades en el drea reproductiva de la sociedad actual Asi, mientras que
eti ¢l hombre esta tecnologia se usa para resolver problemas de esterilidad, en el sector

agropecuario se encamina a eficientar la produccion animal, con miras a disminur el



déficit en La produccion de alimentos,

En los animales zootécnicos, los esfuerzos por incrementar el aprovechamiento del
potencial reproductivo se han encaminado hacia Ia superovulacién, transferencia de
embriones (TE) y mds recientemente, a la FIV. Sin embargo, la eficiencia de estas
técnicas permanece baja ain. Tanto la MIV, como la FIV de los ovocitos obtenidos de
Jos ovarios de los animales sacrificados, representan una alternativa viable para la
produccion de embriones, mismos que pueden ser destinados a la investigacion basica
0 al estudic de la fisiologia, y/o a la practica de otras técnicas reproductivas, Estas
técnicas, han sido mas apreciadas en |2 reproduccion bovina que en otras especies
domésticas; quizi esto sea por el alto valor genético y comercial de algunas razas de
ganado.

La restriccion mas notable en la utilizacidn de los beneficios potenciales de estas
préacticas, hasta boy, ha sido la baja produccién de embriones in vitro, lo cudl demanda
mayor precisién, tanto en las coadiciones de MIV y FIV, como en el desarrollo
embrionano y porcentajes de prefiez en general En esto Ultimo, los resultados
obtenidos en animales domésticos varian, y si se comparan con los nacimientos de
animales vivos obtenidos de la TE producidos iz vive, ain son bajos.

1.1. Hip6tesis

1.1.1. Debido a las condiciones de cultivo entre laboratorios, el porcentaje de
embriones viables es variable y representa un tercio del total de los ovocitos
cultivados.

1.1.2. La vanacién en los porcentajes de fertilizacion y desarrolio celular in vitro
dependen de factores tales como: tipo de ganmado, condiciones de oblencion y
rwampulacion de los gametos, destreza del personal técnico, emtre otros.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geueral

1.2.1.1. Incrementar los indices de desarrollo celular posteriores a Ja MIV y FIV de
ovocitos bovinos in vitro para eficientar el aprovechamiemto del potencial
reproductivo de los animales.

1.2.2. Objetivos Particulzres

1.2.2.1. Establecimento y caracterizaciom de los parametros en la produccién de
embriones bovinos 7 virro en el laboratorio de la FA-UANL,

1.2.2.2. Evaluacién del efecta de la época del afio y fase del ciclo estral, en la calidad y
cantidad de los ovacitos recuperados de los ovarios de vacas sacrificadas en los
rastros locales.

1.2.2.3. Evaluacion del efecto de un medio de cultivo, suplementado con glutamina
sobre los indices de MIV, FIV y desarrollo celular in vitro de ovocitas bovinos.

1.2.2.4. lmplementacidn de la técunica de fertilizacién in vitre de ovocitos bovinos en
el laboratorio de Reproduccion Animal de fa FA-UANL, como una herramicnta de
vanguardia en la Investigacidn, Docencis y Extension



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Fisiologia del estrés en smimales

2.1.1. Factores estresamtes

El estrés pucde ser definido como cualquier condicion medio ambicntal adversa al animal;
y puede ser climatico, como extremo frio o calor; nutricional, por privacién de alimento o
agua; social por las jerarquias o relaciones interindividuales en los hatos y por
traumatismos, infecciones © toxinas. Todos estos factores afectan la eficiencia
productiva y reproductiva de los animales. De estos, la alta temperatura y la privacidn de
alimentg son las que ejercen efectos mas dramaticos y hasta ahora, son los s
documentados en cuanto a su repercusion en Jos procesos reproductivos. La respuesta a
otros lipos de estrés es mads variada y la relacion causa-efecto no estd clararmente
establecida (Bearden y Fuquay, 1997 y Stott, 1981). Stott (1981) menciona que la
magnitud del estrés medio ambiental solo puede ser medido por la respuesta del animal, la
cual se aprecia por la tensién debida al estrés. Después de largos y consistentes periodos
de estrés, |a respuesta medible probablemente es la adaptacion.

Fisiol6gicamente, en los animales estresados suceden cambios y procesos de adaptacién
orgdnicos, para ayudar a enfrentar las condiciones adversas antes de la pérdida del
equilibrio. Desde el punto de vista de la salud del animal y econdmice, lo Ghimo se
manifiesta por la ganancia de peso y Ia produccion lictea por dia, en relacion al alimento
consumido. La respuesta a fuerzas medio ambientales extremas, tales como altas
temperaturas y regimenes de hambre, son draméticas € impresionantes para mostrar la
causa y efecto. La pérdida de masa muscular y la baja produccion son efectos inmediatos.
Estas reacciones son la consecuencia de los cambios neuroendécrinos que a nivel cehular
afectan la produccidn y el metabolismo en general. Sin embargo, estas respuestas con
frecuencia po son asociadas al estado de estrés del animal (Stott, 1981; Chemineau, 1993



y Moberg, 1987). Moberg (1987) propone un modelo para explicar el mecanismo por el
cudl el estrés afecta al animal y la respuesta de este a bos factores estresantes (Figura 1).
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Figura |. Modelo para la respuesta de los ansmales a las condiciones estresantes (Moberg, 1987).



La respuesta de los animales al estrés estd comprexdido en tres etapas (Figura 1):
reconocimiento de ki amenaza a la homeostasis, la respuesta al estrés y las consecuencias
del estrés. El reconocimiento de la amenaza al bienestar del animal, se da a nivel sistera
nervioso central Aqui mismo se organiza la respuesta bioldgica para la defensa del
organismo ante los agentes estresantes (Moberg, 1987). Sin importar cual sea el patrén
de la respuesta biokigica, ¢l resultado es un cambio en las funciones orgénicas, las cuales
pueden aliviar o aminorar los efectos del estrés. Este cambio funcional, condiciona al
animal a un estado prepatologico el cual eventualmente puede desencadenar el estado
patolégico como respuesta al factor estresante.

2.1.2. Endocrinologia del estrés

El estrés en general, ejerce influencia a través del sistema enddcrino, principaimente en el
eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal. Cualquier estado de alarma o  estimulos no
especificos, pueden aumentar notablemente y en cuestion de minutos la secrecidn de la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) y consecuentemente de los glucocorticoides
(Griffin y Ojeda, 1992).

La secrecion del factor iberador de corticotropina (CFR) producido por el hipotilamo es
el encargado de estimular Ia secrecion de la ACTH, is cual va a actuar sobre la corteza
adrenal para la secrecién de glucocorticoides (cortisol, corticosterona y cortisona). El
cortisol es el mis importante, € inicia una serie de efectos metabdlicos destinados a aliviar
la naturaleza lesiva del estado de alarma. Ademis, ticne efectos directos de
retroalimentacién negativa sobre el hipotidlamo para disminuir ia formacién de CFR y
sobre la hipéfisis anterior para disminuir la formacin de ACTH. Estas
retroalimentaciones ayudan a regular [a concentracién plasmidtica de cortisol en
momentos en que el organismo ya no esta sometido a una situacion de alarma (Bearden y
Fuquay, 1997). Moberg (1987) y Fuquay (1981) mencionan que tante el estrés cono la



administracion de ACTH o corticosterokles adrenales inhiben la secrecion hipotalimica
del Bxctor liberador de gooadotropwas (GnRH) y a mivel hipofisiario de la hormona
luteinizante (LH). Esto es consistente con la hiptesis de que el estrés activa ¢l eje
adrenal, lo cual puede ser la causa del efecto deletéreo sobre los eventos reproductivos
del animal, siempre y cuando esta activacion sea de magnitud y duracién suficiente. Sin
embarga, Badinga et al. (1994) afirman que los hallazgas al respecto son inconsistentes,
ya que algunos investigadores reportan que los niveles de LH en medio ambientes
calientes decrecen, otros que incrememan y otros mas, qu€ no son afectados. En este
sentido, ellos afirman que estas variaciones pueden ser debidas a las condiciones en las
que se efectuaron los cxperimentos y reportan que tanto ¢l crecimiento como la
dominancia folicular es alterada durante los meses de verano, sin embargo es incierto que
dichos cambios se relacionen con los bajos indices de concepeidn durante esta época

2.1.3. Efectos del estrés sobre la reproduccién animal

Los efectos del estrés sobre los procesos reproductivos se encaminan especificamente
sobre los indices de concepcion, incluyéndose tanto el proceso de fertilizacién como de
mortalidad embrionaria temprana (Fuquay, 1981). Du Prezz et al. (1994) afirman que los
animales nunca son independientes del medio ambiente en ¢l cual viven. El animal y su
medio ambiente forman un sistema en donde ambos actiian y reaccionan Para todos los
animales es posible definir una zona terrooneutral y para los bovinos ésta se encuentra
entre Jos 0 y 16 °C, por lo tanto, experimentan estrés térmico cuando la temperatura
ambiental rebasa los 23.6 °C y la humedad relativa es superior al 70%.

Segiin Du Prezz er al. (1994), Ormr ef al. (1993), Wollenson ef al. (1995), Chemmneau
(1992) y Fuquay (1981) el estrés calérico reduce tanto la duracion de 20a 11.9h, In
intensidad de] estro, y la longitud del ciclo estrual (> 30 d). Esto, se debe a los cambios
en los patrones de crecimiento folicular que se registran en las épocas calieates; en los
cuales se mcluye un aumento en el nanero de foliculos grandes y una temprana



emergencia del segundo foliculo dominante y por consecuencia una disminucin en los
niveles de estrogenos cgculantes. En la figura 2 se detalla el efecto de los factores
estresantes sobre €l comportamiento reproductivo de los animales.
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Figura 2. Procesos reproductives afectados por diversos sstados de estrés y su mecanismo de
accidn fisiolagico (Bearden y Fuquay, 1997).

2.2.Crecimiento Folicular

2.2.1. Foliculos Primordiales

El foliculo es la unidad funcional del ovario y desempefia dos papeles importantes; e} de
proveer el microambiente adecuado para el crecimiento y maduracion del ovocito y ¢l de
producir hormonas estervides y protéicas (Gordon, 1994). Existe un promedio de
130,000 foliculos primordiales desde el nacimiento hasta los 4 ados de vida en los
bovinos. Posteriormente, este numero va declinando, al grado que en animales vicjos se
ban encontrado solo unos cientos. Aproximadamente el 0.05% del mimero inicial de



foliculos alcanzan el estadio preovulatorio, €l resto se atresia y puede ser en cualquier
etapa del desarrollo (Nuttinck ef af,, 1993 y Adams y Pierson, [995). Los foliculos
primordiales ocupan I3 periferia de la corteza ovarica y cada uno de ellos contiepe un
ovocito rodeado de una capa de células. Las factores imvolucrados en el origen,
diferenciacién y acumulacién de varios organclos en el citeplasma de los ovocitos
primordiales, aun son desconocidos. No obstante, hay evidencias bioquimicas que indican
que en esta fase hay algo de sintesis protéica (Adams y Pierson, 1995),

La zona pelicikla (ZP) es una capa extracelular relativamente delgada que se origina
durante ¢l crecimiento del ovocito a parte de las céiulas cuboidales de la graoulosa y
rodea al ovocito; conforme este crece, la ZP se¢ va haciendo mas densa, y juega dos
papeles importantes durante la fertilizacion: la atraccion del espermatozoide y e micio de
Ia zona de reaccion. El contacto entre el ovacito y las células de la granulosa se mantiene
a través de las microvellosidades del ovocito que llegan hasta las extensiones de las
células de la granulosa, las cuales penetran la ZP (Wassarman, 1994 y Scott, 1994). En
cuanto a la estructura de la ZP, bdsicamente estd compuesta de glicoproteinas de alto
peso molecular, y contienc también los receptores para los espermatozoides. Los
nutrientes requeridos para el mantenimiento de los foliculos primordiales llegan a través
de difusion, pinocitosis y transporte activo por medio de los poros de unidén o “gap
juntions” de las células foliculares y membrama del ovocito (Gordon, 1994).

2.2.2. Desarrullo y Crecimiento de Foliculos Primordiales

En los mamiferos, después del nacimiento y hasta la puberiad, los ovocitos permanecen
en arresto meiotico; éste y la subsecuente reiniciacién del crectmiento folicular, asi como
la atresia y el bajo indice de ovulacion, ain no estan bien entendidos (Findlay, 1994), La
sefla] bioquimica para la seleccién e inicio del crecimiento folicular, aun es desconocida.
Solo se sabe que cuapdo un foliculo inicia su crecimiento tiene dos caminos: 1a ovulacion

o la atresia; en este estadio la relacion estrogenos:progesterona en los foliculoses < 1, y
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ocurre en cualquier etapa del crecimiento fobicular, Morfologicamente la atresia se
caracteriza por necrosis tanto del ovocito como de las células de b granulosa; el nicleo
se torna pignotico y las células degeneran, en foliculos antrales y también mueren las
células del cummulus. Cuando esto ocurre, la ZP se desintegra y el ovocito degenera. En
otros casos la muerte del ovocito es lo primero que ocurre (Griffin y Ojeda, 1992).

Skyer et al. (1987) y Gordon (1994) mencionan que el reinicio del crecimiento de
foliculos primordiales es contmuo ¢ independiente de las gonadotropinas (Gn), ¢
involucra factores reguladores locales; sin ¢mbargo, el desarrollo subsiguiente es
dependiente de fla hormona foliculo estimulante (FSH) y las grandes concentraciopes de
estrogenos. Las fases iniciales del desarrollo folicular son un proceso kento, contrario a
los estadios post-antrales. En algunas especies como las ratas, primates, y cerdos, el
foliculo dominante se desarrolla durante la fase folicular y es el que estd destinado a la
ovulacién, mientras que en otras especies como los bovinos, ovinos y equinos, la
scleccion del foliculo dominante ocurre a intervalos irregulares, pero solo el foliculo
dominante que estd presente durante la fase folicular ovula (Fortune, 1994). El niimero
de foliculos antrales que finalmente ovulan ¢s determinado por ¢] balance entre el mimero
de foliculos en crecimiento y ¢l nimero de foliculos atresiados (Gordon, 1994).

Uno de los mecanismos que pueden estar involucrados en la seleccion de foliculos
dominantes, potenciales para la ovulacién, es la pequefia elevacion de Jos niveles basales
de FSH, que por coincidencia ocurre cuanda los foliculos inician la atresia La seleccién y
dominancia folicular se acompafia por un aumemto progresivo en la habilidad de las
células de la teca para producir androgenos y células granulosas para aromatizar
andrégenos a estradiol. La hormona luteinizante (LH) plasmética durante la fase folicular,
es necesaria para estos cambios (Phillips e af., 1994 y Fortune, 1994). La capacidad de
los bovinos para incrementar la sintesis de estrégenos del foliculo ovulatorio es regulada
por el incremento de RNAmM para una estercidogénesis enzimatica adecuada.

El pico de LH(FSH provoca cambios en la estereidogénesis folicular por el incremento en



la produccion de androgenos, estrogenos y progesterona. No solo existe una correlacion
temporal entre miveles plasmiticos de FSH y crecimiento folicular, smo que las
perturbaciones en la secrecion de esta hormona afecta el niimero de foliculos iniciadas, €l
factor que estd involucrado en la subordinacién y regresién folicular es de naturaleza
hormonal, la cudl s¢ conoce como proteina reguladora folicular (FRP). Alternativamente,
el foliculo dominante puede causar la regresion de Jos foliculos subordinados
indirectamente, por medio d¢ mecanismos de retroalimentacién negativa en donde
intervienen el estradiol y la wnhibina (Phillips es al., 1994; Fortune, 1994 y Adams y
Pierson, 1995).

2.2.3. Regulacion de la Foliculogéunesis

En los bovinos la mayoria de los ciclos estruales presemta de 2 a 3 ondas foliculares.
Durante la gestacion hay crecimiento folicular durante el primer trimestre, aunque puede
ocurrir durante toda la gestacidn. En vacas con dos ondas de crecimiento folicular, dia 0
¥ 10, respectivamente, la ovulacion ocurre cada 20 dias y las que presentan tres ondas,
dia 0, 9 y 16, respectivamente, ¢l periodo interovulatorio es de 23 dias En cada oleada
folicular hay un pico de FSH (Fortune, 1994 y Adams y Pierson, 1995).

Giother et al. (1995) mencionan que la habilidad del foliculo dominante para continuar
cun el dasarrallo en presencia de bajos niveles de FSH, puede ser debida al incremento
de! flujo sanguineo ylo a la disminucién de los receptores a |a LH en las células de la
granulosa. La capacidad de las células de la teca para responder a B LH con et
incremento en la produccion de androstenedions y la capacidad de las céhulas de I
granulosa para aromatizar andrdgenos a estradiol incrementa entre 12 y 24 h después de
iniciada la lutedlisis. Existen receptores para la FSH en las células de la granulosa en
foliculos de hasta .5 a 1 mm, mientras que para la LH se encuentran eu las células de la
teca interna y eu las células de la granulosa, en los foliculos mayores de 4 mm.
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Existe un patrén consistente en la secrecion de FSH durante e ciclo estrual ovino, el cual
se caracteriza por: 8) reftivameme bajos niveles de FSH uno o dos dias anteriores al
pico preovulatoric de gomadotropimas, cuande la [H y el estradiol estin
incrementindose, b) un pico de FSH coincide ¢con el pico preovulatorio de LH, también
inducide por la hormona iberadora y el estradiol, ¢) un segundo pico de FSH comienza
18-24 h después de la biberacion del pico preovulatorio de gonadotropinas y d) se
mantienen niveles fluctuantes durante el resto del ciclo (Findlay, 1994).

2.2.4. Regulacién Local en el Ovario,

Fortune (1994) y Adams y Pierson (1995) mencionan que el contenido de inhibina en los
foliculos atrésicos es baja. La inhibina linfitica se origna en los foliculos antrales. Esta
hormona provee el mecanismo potencial por el cual los foliculos pueden comunicarse
directamente con la pituitaria en una relacidn de retroalimentacidn con la FSH, lo que en
un momento dado, determina el nimero de foliculos en crecimiento y ovulacién. Las
células foliculares inhiben directamente la maduracion omuclear del ovocito y los
estrogenos tienen efecto directo dentro del ovano. La mhibma y otros factores no
esteroidales producidos dentro del foliculo y presentes en el fludo folicular actian como
reguladores locales en ka foliculogénesis y ovulacion. La mhibma y la activina son
producidas en ¢l fluido folicular. La activina tiene efecto directo sobre las células de la
granulosa incrementando la actividad de la aromatasa e inhibiendo la produccién de
progesterona ¢n presencia de FSH, por lo que se considera un regulador autécrino que
estd involucrado en el control de Ia foliculogénesis. La follistatina es una proteina de
enlace, pero estructuralmente no esti relacionada con la inhibina, sin embargo, ¢s posible
que como regulador local se involucre con i activina en sus acciones (Findlay, 1994).

Tanto B activina como la follistatina son producidas por las céhulas de la granulosa
duramte los diferentes estadios de desarrollo folicular, La activina regula la diferenciacion
de las células de la granulosa y la madurez folicular; actia como factor de crecimiento
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insulinico y trofodérmico (IGF-I y TGF-B), por lo cual tiene un papel clave en la
foliculogénesis. La follistatina también tiene influencia en la diferenciacién de las células
de la granulosa y lo puede hacer independientemente de la activina (in vitro), por lo que
se cree que actian directamente, ademas favorece la produccién de progesterona, ko cual
en determinado momenta puede bloquear la sintesis de estrogenos favorecida por I
activina (Fortune, 1994 y Findlay, 1994).

2.3. Requerimientos ambientales y nutritivos para el cultivo in vitro de embriones

Aunque la maduracidon y la fertilizacion in vitro de ovocitos bovinos, puede levarse a
cabo en una gran variedad de condiciones de cultivo; hay grandes diferencias en la calidad
de los mismos, especialmente en el numero de células y viabilidad en general Por lo
tanto, para desarrollar un sistema de cultivo de embriones que produzca resultados
aceptables, sc deben tomar en cuenta dos enfoques:

1) La determinacion de las necesidades bioquimicas del embridn y su desarrollo y 2) la
consideracidn del medio ambiente en el cual los embriones se encuentran in vive, ambos
de igual importancia, por lo que es necesario considerarlos juntos (Thompson, 1996).

2.3.1, Osmolaridad y composicién iéaica

En comparacion con otras especies, hay pocos trabajos en ko que respecta a ha
determinacién de los requerimientos iénicas para ¢l desarrollo temprano de los embriones
bovinos. Walker er al. (1989) encontraron que las variaciones en la osmolaridad (260-
300 mosm) mfluyen en el desarrollo de cigotos ovinos. Como en otras especies de
mamiferos, el fluide del oviducto bovino contiene bajos niveles de Na™ y altos niveles de
K" comparados con el plasma sanguineo. El oviducto bovino contiene 4.5 mM de K’ y
una relacién de K™ /Na* de 0.032. Sin embargo, esta cantidad varia con las etapas del
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ciclo estral y también entre porciones del oviducto, especialmente en relacion al Ca” por
lo cual, poco se ha logrado para imitar los cambios nicos durante el cultivo in vitro
(Grppo er al., 1992).

Gyoli (1994) menciona que el metabolismo del embrién es controlado por el medio
ambtente del oviducto, en donde participan no solo la composicion idrica sina que
también estan invohxrados los miveles fisiologicos de otros componentes. En este
sentido, la glicina y la tawma son elementos que se encuentran en altas concentraciones
en ¢l fluido oviductal y tienen efectos benéficos directos sobre el embridn, protegiéndolo
del estrés osmdtico, el cual puede ser causado por los altos niveles de NaCl en el medio
de cultivo in vitro y por los altos niveles de potasio in vivo. En ambos cases, el efecto
Ppositivo de estos ammmoécidos se debe al mantenimiento de uma apropiada relacion del
K'/Na" intracelular, lo cual se refleja en los altos indices de sintesis protéica. Los
principales sotutos involucrados en la regulacién osmdtica som el Cl° y el K* . Los
compuestos organicos de bajo peso molecular contribuyen de un 10 a 20% en la
osmolaridad intracelular en los mamiferos (Dumoulin et al., 1997).

2.3.2. Temperatura

Se ha establecido que 13 temperatura dptica para el desarrollo embrionario in vitro es de
39 °C (Lenz et al., 1987). No obstante, Wang ef al. (1991) citados por Thompson (1996)
encontraron que la produccion y el desarrollo de embriones in vitro, puede levarse a
cabo entre los 36 a 40 °C, aunque los mejores resultados en este aspecto, los obtuvieron
con temperaturas de 39 °C. Los datos de Ealy y Hansen (1994) demuestran que los
embriones bovinos son mas resistentes al schock calérico, conforme avanza el desarrollo
in vitro. Por el contrario, el desarrollo embrionario temprano inr vive, se ve severamemte
afectado cuando la temperatura uterina aunenta .5 °C. Debido a lo anterior, durante las
épocas calientes se eleva significativamente €l nimero de servicios por concepcion y los
dias abiertos por las reabsorciones embrionanas ¢a bovinos (Chemmeau, 1992).
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233.pHy CO,

La umportancia del pH intracelular en una gran variedad de funciones celulares esta
ampliamente demostrada, recientemente, se ha estudiado la regulacidn imterna del pH en
embriopes de ratdon. Pero el efecto de alterar el pH mtracelular en embriones bovinos, no
estd claro. Asi como en otros fluidos corporales, €l pH uterino y oviductal es regulado
por la concentracién de HCO;™ y equilibrado por el CO,, lo cual varia con el estadio del
ciclo estral.

La dependencia del embrién con ¢l CO; para su desarrollo, no es absoluta. Se han
logrado desarrollar blastocistos en atmosferas libres de CQ, , aunque al parecer, ¢l HCOy
es necesario para rauchas rutas bioquimicas, por o que debe mcluirse cn los medios de
cultivo (Thompsen 1996 y Walker ef al., 1989). La atmosfera de 5% de CO; durante el
cultivo in vitro de embriones, es necesario para mantener el pH comrecto en los medios de
cultivo amortiguados y simular el pH fisiologico (justo por debajo de 7.5). Este equilibrio
es afectado tamo por la temperatura como por k8 presién atmosférica. Por esta razon,
algunos laboratorios usan el §% de CQO; en sus incubadoras (Dale y Elder, 1997).

2.3.4 Oxigeno

Don Rieger (1992) menciona que la tensién dentro del tracto reproductivo de la hembra
es de aproximadamente 5%, por lo tanto, no es sorprendente que los embriones se
desarrollen mejor en un medio ambiente similar cu condiciones in viro. Nagao ef al.
(1994), mencionan que hay evidencias que demuestran que ks reduccion por abajo del
10% en la concentracion del O, se asocia con un cremento en los indices de desarrollo
embrionario, tomando como referencia la concemtracion de O, del aire de 20 a 21%
aproximadamente; durante el desarrolio, especiaimente antes de la compactacion de os
blasiémeros, los embriones dependen de la fosforilacion oxidativa para la generacion de
ATP mediante la utilizaciou del piruvato, ghitamma y del consumo de oxigeno, misma



16

que cesa a inkiarse la compactacidn, io cual indica que el desarrollo puede estar

mfluenciado por los cambios en la concentracion de oxigeno.

Leese (1995) citado por Thompsoa (1996) mencicna que el medio ambieate utetino al
tiempo de la moplantacién puede ser andxico o con sitios hipdxicos y que el flujo de
oxigeno a través de los capilares sanguineos el dia 8 del ciclo, son significativamente mds
bajos que durante el estro en ovejas. Por otro lado, también afirma que el embridn de
rata no puede progresar del estadio de mdrula a blastocisto cuando la fosforilacién
oxidativa se inhibe. Thompson (1996) afirma que la hipoxia juega un papel importante en
varias actividades cchulares, tales como la regulacion del factor de crecimicato para la
transcﬁpcibn del RNAm.

2.3.5. Carbohidratos

Existen numerosos trabajos que investigan los requerimientos y la utilizacion de
carbohidratos en el desarrollo embrionario ovino y bovino, que al igual que en otros
mamifcros, su utilizacién generalmente se incrementa con €l desarrollo, especiaimente,
cuando ocurre la compactacién ¢ mcrementan las demandas de energia por los
requerimientos de Na', K~y ATPasa, para la formacién del blastocele (Kim et af.,
1993 y Matsuyama ef al., 1993).

Algunas evidencias sugieren que b suplementacion con D-glucosa en los medios de
cultivo bloquea el desarrollo embrionario temprano, por ko que po se requiere hasta el dia
3 0 4 de desarrollo, tiempo en el cual se favorece el desamollo (Chatot ef al,, 1990), ain
cuanda las concentraciones sanguineas im vive de D-Glucosas de 5-6 mM, som
desfavorables para el desarrollo embrionario. Don Rieger (1992) menciona que eXiste una
conexidn entre los efectos detrimentales de la glucosa y la produccién de radicales de
oxigeno, mismos que intervienen en l produccion det bloquea durante el estadia de dos
celulas.
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Devreker y Hardy (1997) y Chatot et al. (1990) encontraron que el medio hibre de
glucosa y suplementado con glutamina, rompe ¢l arresto que presentan los embriones
el estadio de dos c€lulas, resultados que hasta la fecha, han side confirmados por varios
investigadores. Pequeflas cantidades de glucosa son oxidadas por el ciclo del 4cido
tricarboxilico para la produccion de lactato (Murray y Col, 1994). Las significancias
fisiolégicas de este hecho no se han determinado, pero pueden relacionarse con los
cambias glicoliticos en la generacidn de ATP y con la migracion del embrién del oviducto
al 1tero (Thompson, 1996). La relacion piruvato-L-lactato cambia con el estadio del ciclo
estral y en cada seccidn del tracto también es diferente, la relacion dptima de estos dos

elementos es de 1:10 para el desarrollo embrionario (Thompson ef al., 1993).

2.3.6. Aminodcidos

En los pasados cinco aflos se ha hecho ¢l descubrimiento mas importante en la
formulacién de los medios de cultivo para la PIV de embriones, esto ¢s, el uso de los
aminoécidos. Se ha encontrado que la suplementacién de los medios con amincicidos
esenciales ¥ no esenciales, estimula el desarrollo it vitro de cmbriones, as{ comw la
habilidad de Jos mismos para sobrevivit después del transplante a los animales receptores
(Wmkle y Dickinson 1995). No obstante, hay ciertos amunoacidos que inhiben estos
procesos. El hecho de que la glutamina rompiera el arresto que los embriopes de ratdon
generalmente suffian en el estadio de dos células, fiie una observacion significativa, al
igual que el descubrimiento de que la glutamina favorece la formacion de blastocistos in
vifra en varias especies de mamiferos (Devreker y Hardy, 1997). El ghutamato se acunula
en el blastocisto cuando la glutamina estd presente ea el medio, probablemente porque la

glutamina se convierte directamente a glutamato via glutaminasa y viceversa.

Posiblemente, tanto la glutamina como el glutamato sean convertidos a aspartato par la
via del ciclo del 4cido citrico (Wimkle y Dickinson, 1995). Winkle y Campione (1995)
afirman que la glutamina y ¢l aspartato son pecesarios para establecer Ia seilal entre ¢l
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blastocisto y los tejidos uterinos durante la implantacion, ya que durante esta etapa se han
detectado receptores y vesiculas secretoras para estos aminodcidos tanto en el Gtero
como en los tejidos embrionarios

El fluido del tracto reproductivo contiene altas concentraciones de ciertos aminodcidos,
en particular la glicina, taurina y alanina, los cuales algunas veces son mayores a ks
concentraciones sanguineas, b que indica que juegan un papel importante en el desarrolio
embrionario (Devreker y Hardy, 1997). Se ha encoutrado que la taurina y la hipotaurina
sOn impartantes ea ¢l proceso de fertilizacidn y en las primeras divisiones celulares.
Algunos investigadores sugieren que [a taurina ademdis de desempeiiar ¢l papel de
antioxidante, proporciona resisteccia al estrés osmotico y manticoe la wtegridad de la
membrana celular, ko que favorece el desarrollo de los embriones hasta blastocisto,
cuando estos se incuban en una atmdsfera de 20% de O, (Winkle y Dickinson, 1995),

Los embriones son selectivos en el consumo de aminodcidos (Winkle y Dickinson, 1995).
Cuando existen medios suplementados con aminodcidos esenciales y to esenciales los
blastocistos consurnen cantidades significativas de arginina, glutamato, serina, treonina y
tirosina. En contraste, las concentraciones de glicina y alanina se incrementan en el medio
cuando se afiade glutamina. Sin embargo, también existen reportes en donde no se
favorecié ¢l desarollo embrionario cuando los medios fueron supkmentados con los
amimodcidos mencionados (Devreker y Hardy, 1997). Una consscuencia indeseable de la
adicién de aminoacidos en los medios de cultivo es lu acumulacion de iones amonia, los
cuales son toxicos para los embrones bovinos y producen anormalidades cuando estos
son transferidos. De igual manera, la acumulacidn de &dcido L-kictico puede ser
potencialmente toxico e inhibe el desarrolio embrionario in vizre (Thompson, 1996).

2.3.7. Lipidas y dcidos grasos

Seidel er al. (1991) reportan que el fluido oviductal conticne una gran variedad de
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lipidos, no obstante, ninguno de estos es requerido para el desarrollo de embriones
bovinos. Se ha encontrado que pequeflas cantidades de acetato son oxidadas durante el
desarrollo embrionario. Los requerimientos de ATP para estos procesos parece que son
totalmente cubiertos por los carbohidratos prescnies en los medios de cultivo.

Dorly et ai. (1995) citados por Thompson (1996) sugirieron que las gotas citoplasmaticas
de lipidos, estin asociadas directamente con la mitocondria y que pueden ser una fuente
de energia importante in vivo. Quizd estos lipidos citoplasmaticos puedan actuar como
reservoria, cuando 1a disponibilidad de substratos es baja.

2.3.8. Proteina

Hasta la fecha, se sabe poco acerca de la funcion de las proteinas en los medios de
cultivo. La albumina de suero bovino (BSA), ba sido la fuente tradicional en los
suplementos, probablemente por su bajo costo y disponibilidad. Ademds es ks que en
mayor ¢antidad se ha encontrado en el fluido del tracto reproductor. La albumina actGa
comw transportadora de otras moléculas dentro del embrion, pero las evidencias de que
las proteinas puedan considerarse como una fuente de energia, son escasas, como ya se
menciono anteriormente. Los carbohidratos son la fuente mas mmportante para la
produccién de ATP, durante el desarrollo embrionario (Thompson, 1996). Hame et al.
(1997) compararon medios de cultivo suplementados con diferentes fuentes de proteina y
encontraron que ¢l suero fetal bovino (SFB) y el fluido folicular presentaron menares
indices de fertilizacion y posterior desarrollo celular, en comparacion con la BSA y el
suero de vaca en estro (SVE).

2.4. Crecimiento del ovocito

El desarralio de los foliculos hasta el estadio primario es lento, lleva afios, pere una vez
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que s¢ reinicia el crecimiento se leva a cabo en tres semamas aproximadamente.
Shamsuddin ez al. (1993), mencionan que en comparacién con las células somiticas, las
cudles normalmente miden 10 um, este proceso ademds de largo, es extremoso en b
que respecia al incremento de tamado del ovocito. En la mujer del tamafio original de 10
pm lega a un tamafio final de 80 pm en la ratona de 20 a 70 um, etc.

Francois e al. (1997) mencioman que periddicamente cierto numero de foliculos
primordiales inician su crecimicnto. Cada ovocito estd dentro de un foliculo con una sok
¢apa de células epiteliales o granulosas, ¥ una del mesénquima o células tecales; conforme
aumenta el niumero de capas de células de la granulosa, ¢l ovocito secreta una substancia
mucoide rica en glicoproteinas, la cual forma una banda (que se convierte en la zona
pehicida) entre el nucleo y [as capas celulares. Finalmente, cuando el crecimiento cesa, el
avocito incrementa hasta 500 veces su tamaflo, y estd rcdeado de varias capas de
células granulosas y células tecales ademds, de un micleo grande o vesicula germinativa
(VG).

Posteriormente, se van formando algunos espacios celulares llamados antros foliculares,
los cuales se van llenando con un liquido rico en hormonas esteroides, peptidicas
(incluvendo la oxitocina, relaxina), prostaglandinas y varios factores de crecimiento
locales, cuyas concenlraciones son mayores que las sanguineas, y para kas cuales existen
moléculas receptoras en toda la pared del oviducto (Choi er al., 1998). Conforme
aurnenta el antro, las células de la granulosa siguen proliferando y forman un hilillo que
arrae al ovocito hacia €l centro y lo rodean formando el cumulus oophorus (COC)
permaneciendo asi hasta la ovulacidn (Scott 1994, Shamsuddin er al., 1993 y Gnifin y
Ojeds, 1992). Este periodo de arresto, se cree que es mantenido por un factor inhibidor
producido por las células foliculares. El arresto meiético €s producto de la interaccion de
las células granulosas y tecales, pero el mecanismo por el cual las cfhulas tecales
participan, aun es desconocido.

Francois et al. (1997) mencionan que Cho er al. {1974) fueron los primeros eu proponer
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que el arresta meiotico del avocito depende de los niveles de AMP¢ intracetular. Mas
tarde, se dio a conocer que este AMPc es sintetizado por las células del cumulus
oophorus (CCO) y transferido al ovocito via los poros de mnién o “gap junctions”, y
también es posible que las CCQ estimuladas, promuevan la produccion de AMPc dentro
del ovocito. En el bovino, la adenilato-ciclasa s¢ localiza en las CCO, especialmente entre

los poros de unién de estas celulas con el ovocito.

U Adenilato Ciclasa (t Adenilato Ciclasa
1 Fosfodiesterasa Y Fosfodiesterasa
t AMPc U AMP¢
I AMP. U AMP.
dependiente kinasa dependiente kinasa
Fosforilacién de ciertas proteinas No hay fosforilacion de ciertas
citoplasmaticas proteinas citoplasmaticas
Mantenimiento del arresto La vesicula germinal se rompe
fmeiotico ¥ reinicia la meiosis

Cuadro 1. Mecaaismo propuesto por ¢l cual los ovocitos regulan el reinicio de la meiosis. El
AMPc dentro del ovocito es pravisto por las células foliculares através de los “gap junctions™
y s¢ manticne en altas concentraciones. Cuando esta conexi6n se rompe, los niveles d¢ AMPc¢
intracelulares bajan y ¢l arresto meiotico se pierde (Scatt, 1994),

Francois er /. (1997) han dJemwstrado que los ovocitos bovinos poseen actividad
adenilato-ciclasa, que pueden producir AMPc en cantidades suficientes para afectar la
MIV. Los ovocitos bovinos también tienen uma actividad muy notoria de fosfodiesterasa.
Se ha sugerido que las CCO son capaces de estimular el proceso de maduracion,
mhibiendo los efectos de las attas concentraciones de AMP¢ del ovocito misma. De esta
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manera, ¢l ovocito bovino permanece en arresto en profase 1 de la primera divisidn
meiotica, dentro del foliculo y en esta etapa se reorganiza el material nuclear.

Los ovacitos permanecen en este arresto, hasta que son estimulados durante la pubertad
por el pico preovulatorio de la LH. En respuesta a esta hormona se reinicia la maduracién
ouclear, por lo que varios autores afirman que los cambios oucleares son dependientes de
Ias hormonas esteroides (Shamsuddin ef al., 1993).

El tamaflo completo de ua ovocito depende de la cantidad de nutrientes almacenada en el
citoplasma, aunque el nucleo 0 VG también incrementa su tamaiio, A pesar que esta
contiene la mayor parte de los nutrientes, también hay grandes cantidades de lipidos y
granulos de glucdgeno dispersas. Al parecer, los nutrientes son sintetizados en diferentes
partes del organismo y transportados al ovaria via sanguinea. Por ejemplo, las proteinas y
fosfolipidos s¢ producen ¢n el higado, y estos productos son procesados 4 grinulos
insoluhles por el aparato de Golgi de las VG (Dale y Elder, 1997).

El gameto femenino u ovulo a diferencia del masculino o espematozoide, el cual solo es
un mucleo movil, contiene todos los elementos necesarios para iniciar y mantener el
metabolismo y desamollo antes y despuds de la fertilizacion, debido a que durante la
ovogénesis se almacenan enzimas citoplasmidticas, RNAs, organelos, metabilitos de
sustratos v factores reguladores que controlan [as etapas tempranas del desarrolio
embrionario (Scott 1994, Shamsuddin ef al., 1993). Asi las partes mas importantes en
este estadio son la VG y las mitocondrias. La mayor cantidad de estos elementos se
acumula durante la meiosis (profase I).

2.5. Recuperacion de ovocitos para MIV y FIV

Normalmente, los gvocitos que se utilizan en los procesos de MIV y FIV, son obtenidos
de los ovarios de los animales que son sacrificados para consumo, lo cual viene a ser una



23

fuente econdmica que permite la recuperacion de gran nimero de ellos (Bols ef al., 1996;
Picterse er al, 1988 y Carolan ef al, 1994). Para cficientar la tecnologia PIV de
embriones, se han desarrollado técnicas que facilitan la recuperacion de los ovocitos,
dentro de las cuales la mas convencional es la aspiracion, ya sea con jeringuilla o con
bomba de vacio (Carolan ef al., 1994). Aunque Fry et al (1997) encontraron que la
obtencion de ovocitos con bomba de vacio no solo afectz la cantidad sino también la
calidad de los mismos; el exceso de presiin despaja parcialmente al ovocito de las células
circundantes y le provoca dafios en la membrana vitelina.

Mientras que en la mujer, la aspiracion de foliculos combinada con la laparoscopia y la
ultrasonografia, es un procedimiento comin (Pieterse er al, 1988; Dale y Elder, 1997;
Bols eral., 1996 y Carolan er af., 1994), en los animales es poco usual cuando se trata
de actividades practicas. No obstante, & nivel de mvestigacin, cada vez se reportan mas
y mejores resultados al respecto, Los resultados obtenidos con este método varian catre
laboratorios. Mientras que Hamano y Kuwayama (1993) y Katska y Smorag (1984)
obtuvieron 11 ovocitos por ovario, Carolan er al. (1994) reportaron 13.5 ovocitos por
ovario, de los cuales 4.6 fueron aptos para [a MIV.

La eficiencia del método implementado para la recuperacién de ovocitas, se mide por el
ntimero de estos, obtenidos por ovario. Es importante mencionar que tanto la cantidad
como la calidad de los ovocitos recuperados, estadn influenciadas por mimerosos factores
fisiolégicos wmherentes al animal, tales como: estado autricional, raza, edad, patroncs
hormonpales, y otros, asi como por factores técnicos como son: el método, operador,
diametro de la aguja, presion, entre otros. Esto hace dificil la comparacidn de los
resultados obtenidos eutre laboratorios, por lo que no es posible hablar de un mimero
estdndar en este sentido (Bols et al., 1996 y Fry et al, 1997). Los resultados mds
favorables en cuanto a cantidad y calidad de ovocitos por ovarws se han reportado con el
método de diseccién y/o maceracion. Carolan er al. (1994) obtuvieron 44.2 ovocitos por
ovario por diseccion y produjeron 15.4 blastocistos en promedio por donadora.
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Un factor importante en las estrategias dentro del mejoramiento animal es la recuperaciin
de ovocitos de animales vivos combinado con la FIV, para incrementar el mimero y
diversidad de embriones transferibles. El uso de Is laparoscopia es pusible en animales
vacios y prefiados, gracias al crecimiento de foliculos anovulatorios durante el primer
trimestre de la gestacion (Memtjes ef a/, 1995). En 1943, Casida er al. citados por
Meintjes et al. (1995) reportaron que la respuesta de los ovarios de las vacas gestantes al
tratamiento exogeno con FSH fue similar a la obtenida en las vacas vacias, en cuamto a

recuperacion de ovocito se refiere.

A partir de los 89’s, la laparoscopia por via paralumbar o a través de la colpotomia, se
ha combinado con la MIV y FIV para ¢l nacimiento de crias vivas (Stubbings y Walton,
1995), y es considerado como uno de los procedimientos menos traumatizantes para los
animales donadores. Aunque esta técnica permite la excelente visualizacion de la
superficie ovarca, imposibilita la  apreciacion de los foliculos en crecimiento bajo la
superficie del ovario. Ante esta situacion, los métodos de diseccidn y/o maceracion
presentan una gran vemaja, cuando los animales han sido sacrificados.

El promedio de ovocitos abtenidos por cada par de ovarios con laparoscopia es 10.8 en
vacas prefiadas y 13.2 en vacas vacias (Meintjes et al. 1995), de los cudles ¢l 56 y 48%
fueron viables para la FIV, Stubbings y Walton (1995) reportaron 14.2 ovocitos por
ovario, en vacas estimuladas con FSH y 15.7 en vacas vacias sm tratamiento. Palma y
Col. (1993) citados por Palma y Brem (1993) mencionan que se obtienen de 15 a 1§
ovocitos por animal o por par de ovarios, de los cuales entre el 50 y 70% responden a los
procesos de maduracion

2.6. Seleccién de ovocitos para MIV y FIV

Los ovocitos destinados a la MIV, morfoldgicamente se clasifican en 3 categorias (Tabla

1). La categoria uno, la constituyen los ovocitos que posecn un cumulus oophorus denso,
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cubriendo la tatalidad del didmetro del ovocito y un citoplasma finamente granular y
abscuro. La categoria dos, k constituyen los ovocitos parcialmente cubiertos con COC y
ademds estas se encuentran algo expandidas. La tercera categoria carece de COC.

Cuadro 2. Clasificacién de los Ovocitos Bovinos (Leibfried y First, 1979; Fry er al.,
1997).

CARACTERISTICA DESCRIPCION CATEGORIA

CUMULUS OOPHORUS PRESENTE Y
COMPLETO, MAS DE TRES CAPAS

CELULAS CIRCUNDANTES COMPACTAS

FINAMENTE GRANULAR, DANDO AL
OVOCITO UNA APARIENCIA GRISACEA Y

QUM ASMA UNA ZONA PELUCIDA INTEGRA

CELULAS DEL CUMULUS OOPHORUS
RODEANDOQ PARCIALMENTE AL 3
OvVOCITO, MAS DE DOS CAPAS
COMPACTAS

CELULAS CIRCUNDANTES

SE ENCUENTRAN ALGUNOS CUERPOS
PIGMENTADOS Y LA ZONA PELUCIDA 3

PUPLARMA PRESENTA [MPERFECCIONES

CELULAS CIRCUNDANTES [L[AS CELULAS DEL CUMULUS ESTAN 3
PRESENTES PERO EXPANDIDAS

OOPLASMA EXISTEN VACUOLAS Y LA ZONA 3
PELUCIDA CARECE DE INTEGRIDAD

NO HAY PRESENCIA DE CELULAS, EL
OVOCITO ESTA RODEADO POR LA ZONA 4

CELULAS CIRCUNDANTES PELUCIDA SOLAMENTE

OOPLASMA CITOPLASMA PIGMENTADO o 4
CONTRAIDO

— —
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En el Cuadro 2, se muestra el criterio de clasificacion de Leibfried y First, (1979) y Fry
et al., (1997), y también mencionan que la presencia de un cumulus completo tiene
importancia en el desarrollo de los ovocitos inmaduros, que se contactan con las células
somadticas por medio de prolongaciones citoplasmiticas de las células de la granulosa o
“gap junctions”. Esto permite el ingreso de aminodcidos y otros nutrientes que en forma
pasiva no atraviesan la ZP. Sok los ovocitos con un cumulus compacto y denso serén

capaces de completar el desarrollo.

Con el aumento de! tamaiio folicutar disminuye el mimero de capas de COC. Leibfried ¥
First (1979) en sus investigaciones, encontraron que la habilidad de los ovocitos para
alcanzar la maduracion in vitro m depende i del tamaiio del folicwo ni del estadio del
¢iclo estral, siendo deterrunante sm embargo, la presencia de un citoplasma mtacto. Por
owo lado, Jagiello er al. (1974), Shea et al, (1976) y Leibfried y First (1979), reportan
que la habilidad de los ovocitos para madurar in vitre puede depender del estadio del
ciclo estral o del tamafo de los foliculos de donde son extraidos.

2.7. Maduracian

El oviducto provee el mejor medio ambiente para la maduracion final del ovocito, Jo cual
es un proceso indispensable para que se realice la fertilizacion (Choi et al., 1998).
Edwards en 1965 determmé que fos ovocitos bovinos procedentes de foliculos antrales
podian reiniciar la mejosis y completar la maduracidn nuclear bajo crertas condiciones de
cultivo. Se han creado diversos medios con el propésiio de igualar los resultados
obtenidos in vivo. Este proceso es la tercera fase de la ovogénesis y ocwrren evertos
nucleares, meioticos y citoplasmiticos. En estos himos se¢ incluyen los cambios en la
membrana celular, y todos ellos son necesarios pars que los ovocitos sean capaces de ser

fertilizados y se desarrollen posteriormente (Shamsuddmn ef al., 1993 y Dale y Elder,
1997).
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2.7.1. Nuclear

Durante e proceso de maduracién, e cromatina contenida en el micleo del ovocito
inmaduro o vesicula germinativa estd dispersa, y usualmente se encuentra acompaiiada
de un nucléole (Gordon, 1994). El colapso de la vesicula germinal mvolucra la
condensaciin de la cromatina en pares, con pérdida de nucléolos y membrana nuclkear,
ocurriendo la diacinésis 16 h después de haber iniciado el cultivo de ovocitos porcinos, de
5 a 6 h en bovinos y de 3 h en concjas (Thibaul, 1977). Sato er al. (1982) observaron la
metafase 1 en ovocitos de cerdo entre 20 y 24 h y 12 h en bovinos después de haber
iniciado el cultivo in vitro, completandose la maduracion nuclear cuando se alcanza la
metafase II y la expulsién del primer cuerpo polar se lleva a cabo. En general, el 80% de
los ovocitos alcanzan la maduracidn 24 b después de iniciar ¢l cultivo in vitro (Gordon,
1994).

Los cambios que ocurren dentro del citoplasma y en 8 ZP, coucurrentemente con
cambios nucleares, son pecesaris pars continuar con el desarrollo. La maduracion del
nuclea es un proceso que aun no esta bien entendido en ratas, ovejas, conejas, cerdas,
ratonas y vacas (Noayes, 1952 citado por Bracket, 1985).

La maduracion in vive no tienc lugar en sincronia precisa, cuando som ovocRos
provenientes del foliculo de diferentes tamafios (Brackett, 1988). Las fases finales de la
ovogénesis, ocurren antes de la ovulacidn y consisten en la pérdida de la membrana
nuclear, desaparicién de los mucleSlos, condensacién de los cromosomas, formacion del
huso de la primera division meidtica y expulsién del primer cuerpo polar, ocurriendo todo
esto bajo La influercia de las gonadotropinas hipofisiarias y dentro de ka proteccion de la
coroma radiada (Hardy ef al., 1991). Motlik y Fulka (1981), citados por Brackett (1985)
afirman que la habilidad para que los ovocitos reanuden l meiosis depende
significativamente del estado de desarrollo folicular, siendo los ovocitos provenientes de

los foliculos preovulatorios los mas competentes para completar la maduracion nuclear en
cultivo.



2.7.2. Cambios eu el cumudus cophorus

La masa del cumulus esti compuesta de una parte celular y otra acelular. Esta ultima
contiene proteinas, carbohidratos y 4cido hialurdnico. La expansion de las células
circundantes del foliculo preovulatorio es la principal diferencia entre un ovocito
preovulatorio y uno no ovulatorio, siendo las células apretadas e invertidas caracteristicas
del primer estadio y las expandidas del segundo (Goto et al, 1990), las células compactas,
inactivadas, apretadas y adhendas a la ZP responden & las gonadotropinas y esteroides
foliculares, lamindosek a este proceso activacion o muxificacion.

Eppig (1980) afirma que el dcido hialurdnico es producido en el proceso de mucificacién
para expandir las COO y que estas son estimuladas por la FSH. Aparentemente un
mecanismo desconocido de l2 gonadotropina coriénica humana estimula la expansidn de
las CCQ in vivo. Los glucosaminoglicanos sulfatados incluyendo la heparina, sulfato de
heparina y sulfato de chondroitina A, B y C pueden inhibrr la expansion de las células y la
sintests de icido hialurdmico, con lo cual bloquean la maduracion meidtica del ovocito.
Las células de la granulosa secretan factores inhubidores de la meiosis. Uno de ellos
probablemente sea un polipéptide de ba) peso melecular (Brackett, 1985). El mhibidor
de la maduracion del ovocito se encuentra en el fluido folicular, que actiia junto con otros
reguladores foliculares no esteroidales.

2.7.3. Maduracién de la Zona Pehicida (ZP)

La ZP es una glicoproteina secretada por el ovocito durante su crecimiento, y esta
compuesta por 70% de proteinas, cuyas mejor conocidas son ZP1, ZP2 y ZP3, 20% de
hexosa, 3% de acido sidlico y 2% de sulfato (Dale y Elder, 1997). La miegridad de esta
zona durante la maduracion es importante porque facilita la disponibilidad de nutrientes
para este proceso (Zamboni, 1972 citado por Brackett, 1985), aportando pricipalmente
piruvato y oxalacetato. El rompimiento prematuro de esta capa resulta en la muerte del
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ovocito, ocurriendo esto en los destinados a la atresia. Brackett (1985) menciona que
Szollozi (1978) expore que el rompimiento normal de los poros de umidn o “Gap
junctions™, de la ZP y ks céhulas foliculares que la rodean pueden ser necesarias para la
migracion y el alineamiento de los grinulos corticales a través de la membrana cetular del
ovocito, despolarizada por ¢l incremento en la permeabilidad a los iones de potasio, ko
que confrman Bondioi y Writght, (1983). Después del colapso de la vesicula
germinativa y el reinicio de la meiosis, el transporte de aminoacidos se incrementa
rapidamente,

2.7.4, Maduracién Citoplasmitica

La induccion de la maduracién citoplasmitica requiere de esteroides, sintesis de proteinas
intrafoliculares y posibkmente de AMP¢, como mediador de la accién de las Gn. Esto
acurre de 6 a 8 h, después de haber iniciado la actividad biosintética (Lambert er al.,
1986). Gordon y Lu (1990) afirman que la maduracién citoplasmética, involucra ka
migracion de los granulos corticales de su sitio de formacion en el aparato de Golgi, hacia
la periferia del citoplasma,

Aparentemente la maduracién de los grénulos representa una importante caracteristica de
la maduracién funcional Durante ¢l estado final de maduracién del ovocito bovino, la
regida cortical llega a convertirse en un organelo relativamente libre, con la excepcidn de
los grimulos corticales subyacentes a8 B zoma pelicida y los agregados al reticulo
endoplismico liso {Gordon y Lu, 1990 y Ling y Lu, 1990).

Shioya et al. (1988) encontraron que la fertilizacién y el desarrollo normal del ovocito es
posible, si este al menos, ha alcanzado el estadio de tétrada en la primera divisién
meiotica in vivo y que este potencial de desarrollo se incrementa significativamente si los
ovocitos alcanzan la segunda metafase meibtica in vive.
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La sintesis de RNA ha sido demostrada en VG colapsadas en ovocitos de cerdos
cultivados. Una correlacion temporal de cambios en la sintesis de polipéptidos con
cambios especificos en b maduracién muclear ha sido reportada en ovejas y cerdos
(Warnes et al, 1977). Van Blerkom y Mc Gaughey (1978) reportaron haber observado
cambios en la sintesis de proteinas entre tas 9 y 14 h después del estimulo de ls LH,
cuando los avocitos de ovejas fueron madurados in vivo o en foliculos mamemdos in

vitro pero conteniendo aun ovocitos,

2.8, Capacitacion Espermaitica

El espermatozoide, usualmente requiere de un periodo entre 2 y 7 h segin la especie
{Cuadre 3), dentro del tracto reproductor de la hembra antes de poder fertilizar (Fukui ef
al., 1990).

Cuadro 3. Tiempo requerido para la  capacitacidon y durecién de la wmotilidad
espermitica, y duracion de la fertilidad de bos gametos en diferentes especies.

FERTILIDADEN FERTILIDAD EN
ESPECIE ~ CAPACITACION = MOTILIDAD ESPERMAS OVOCITOS

DURACION E N HORA AS

OVEJA 1-5 48 30-48 8-10
RATA 2.3 (7 14 12

CERDO 2-3 50 2448 8-10
CONEJO 5 43-30 28-36 6-8
VACA 5-6 15-48 24-43 §-12

(Dale y Elder, 1997 y Bearden y Fuquay, 1997).

Durante esle tiempo ocurre una seric de cambios funciomales, los cuales se conocen
como “capacitacion”, Este s un proceso termodependiente y soko ocurre entre 37 y 39
°C (Griffin y Ojeda. 1992). Choi er al. (1998) mencionan que el tracto reproductor y el
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fluido folicular contienen los elementos necesarios para la maduracion del ovocito, la
capacitacion y la fertilizacion, y que tanto en el ovario, como en el tero y oviducto
existe un factor de bap peso molecular, que incrementa el metabolismo espermatico y
aumenta la motilidad, mediante el decremento de los niveles de ATP y aumento en los del
AMPc dentro del espermatozoide. En el Cuadro 3, se observa el tiempo para la
capacitacion espermatica, asi como para otros pardmetros reproductivos de importancia
en diferentes especies.

En mamiferos, suceden dos eventos de suma importancia durante la capacitacion: 1) la
remocion del plasma epididimal y semina| del espermatozoide, seguida por una alteracion
de las glicoproteinas de la membrana plasmitica. Esto puede ser en el Gtero, oviducto, ©
in vitro por contacto con las CCO, lo que incrementa la velocidad flagelar y acelera ¢l
movimiento del espermatozoide y 2) el espermatozoide se pone en contacto intimo con
las CCO por 2-3 h, tiempo en el cual estas células alieran los componentes de la
superficie espermatica por medio de las glicosidasas (Dale y Elder, 1997; Gordon, 1994 y
Griffin y Ojeda, 1992). Durante |a capacitacion ocurren eventos intracelulares, dentro de
los cuales se incluye ¢l cambio en la concentracién y metabolismo del calcio y/o AMPc.
La reaccién acrosdmica parece ser mas completa, pero también mvolucra al cakio, asi
come la fragmentacioa y pérdida del acrosoma con la liberacion de vanas enzmas
hidroliticas y proteasas (Griffin y Ojeda 1992, y Gliedt et ol., 1996)

2.8.1. Reaccién Acrosémica

La reaccién acrosdmica involucra 1a fisién de la membrana externa con la membrana
plasmdtica seguida de Ia liberacion del contenido acrosomal (Scott, 1994). Aunque se
sabe que la ZP contiene una glicoprotema (ZP3), que se adhiere a la capa acrosomal ¢
induce a la reaccidn; también se conoce que las CCO contienen écido hiaturdaoiko, y como
el acrosoma conticne hialuronidasa, es posible que 13 reaccidn acrosdmics se icie
cuando ¢l esperma se contacta con estas células (Dale y Elder, 1997). Estos mismos
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autores mencionan que ¢l acrosoma ¢s una membrana que cubre la porcidn anierior de la
cabeza del espermatozoide, se encuentra en la mayoria de las especies y contiene gran
cantidad de enzimas hydroliticas, tales como la hialuromidasa, acrosina, proacrosing,
fosfatasa, arilsulfatasa, colagenasa, fosfolipasa C y f-galactosidasa.

De cualquier modo, esta reaccidn es el prerequisito final en la activacion del
espertaatozoide antes de & fusion de los gametos. Ocurre relativamente rdpido, entre 2 ¥
15 minutos in vitro, y soko se efectia en presencia del Ca®'. De las Heras ef al. (1996)
mencionan que artificialmente, esta reaccion se induce con la adicidn del iondforo
A23187, el cual sirve para transportar el Ca™' a través de la membrana celular, o

simplemente para incrementar las concentraciones del mismo ion en la membrana,

Una alteracion del pH de 9 2 9.5, puede inducir a la reaccido acrosdmica, ya que los
espermatozoides liberan H' cuando se activan La polimerizacién de la actina
subacrosomal causa la extensién de los tibulos acrosomales y el flujo de cationes,
particularmente Mg® y K." Finalmente, estos cambios incluyen la permeabilidad i6nica de
la membrana, alteraciones en los niveles intracelulares del Ca’* y alcalinizacion del
citoplasma (Dale y Elder, 1997)

2.9. Fertilizacion

Durante la penetracion de la ZP, lo cual requiere de¢ 15 a 20 minutos, los
espermatozoides picrden su contenido acrosomal, y solo la membrana acrosomal interna
esta en coutacto directo con la zona. El esperma liega al espacio perivitelino, y en
menos de un minuto ataca la membrana perivitelina, luego penctra al vitelo y se forman
los pronicleos. Durante este proceso la cola del espermatozoxde golpea fuertemente
dejando upa ligera marca atrds. Luego la membrana plasmaitica del esperma permanece en
2 membrana plasmatica del ovocito. En este momento ya mo s pecesaria fa motilidad
espermatica y esto es lo que indica el punto de fusion, el cual depende de 1a temperatura,
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pH, y Ca** ( Scott, 1994 y Griffin y Opeda, 1992).

La penetracion de la membrana vitelina inicia dos eventos importantes: 1) la liberacion de
los grinulos corticales al espacio perivitelino, lo que cambia las caracteristicas de la zona
pelicida, y se produce la zona de reaccién por hidrélisis de los receptores para la proteina
ZP3 para evitar la polispermia y 2) el reinicio de 13 medosis. El segundo cuerpo polar es
expuisado y el nlcleo queda con un nimero haploide de cromosomas (Dale y Elder,
1997).

Poco después de la fusion hay un cambio en la conductancia de la membrana plasmética
del gvocito, lo que provoca una hiperpolarizacion. Luego hay una liberacidn masiva de
Ca" intracelular, lo que causa un dramético cambio en el Ca’™* citosdlico, de 0.1 pM a
10 uM, mismo que en pocos minutos vuelve a la normalidad. El area donde inicia Ia
elevacion de! Ca*’, comienza en el punfo de fusin esperma-ovocito, aunque el
mecanismo de su propagacion no esta claro (Dale y Elder, 1997).

Cuadro 4. Desarollo embriopario en el oviducto

DESARROLLQO CELULAR PERICDG (b)
2 células 38

4 céhulas 46 - 48

8 células 51-62
Morula 111-135
Blastocisto 123 - 147
Griffin y Ojeds, (1992).

Los proniicleos masculino y femenino sou visibles de 2 a 3 h después de la penetracion de
la membrana vitelina por el espermatozoide, el cual alasd hperde lacolay a las24 h
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los dos prondcleos migran al ceatro del ovogito. Luego sus respectivos cromosomas
empiezan a replicarse mitdticamente. El huevo fertilizado se divide y forma dos
blastomeros y ¢l desarrollo celular temprano, hasta morula-blastocisto, es similar en
varias especies de animales domésticos (Cuadro 4), en cuanto a tiempo y lugar del tracto
reproductivo (Griffin y Qjeda, 1992).

2.9.1 Fertilizacito in vitre.

La FIV en el drea pecuaria, se aplica para la obtencién de embriones a gran escala y
aprovechar el potencial genético de los animales sobresalientes en algunas caracteristicas
de importancia economica (Brackett, 1988). Esta técnica, comienza ¢on la obtencién de
ovocitos ya sea de los ovarios de animales sacrificados o animales vivos. Cuando este es
el caso, los animales se someten a un tratamiento superovulatorio previo. Mediante
aspiracion se recolectan los ovocitos de los foliculos antrales de 2-6 mm de didmetro.
Estos foliculos se caracterizan por contener aftos mveles de testosterona y bajos niveles
de progesterona y estradiol <o ¢l fluido (Cupps, 1987). Se seleccionan los ovocitos aptos
para la maduracién y se transfieren a un medio de cultivo ennquecido con sucro y
hormonas por 24 b (Bearden y Fuquay, 1997; Brackett, 1985 y Brackett, 1988).

Por otro lado, el semen fresco o vongelado, se lava y centrifuga para eliminar el plasma
seminal y se incuba en un medio definido para iniciar la capacitacién. Luego se ponen los
espermatozoides con los ovocitos maduros a una concentracidn de 1 X10° por cada
ovocito. La fertilizacidn ocurre en las proximas 6 a 8 h. Durante los siguientes 2 a 3 dias
los ovocitos fertilizados alcanzan el estadio de 4 a 8 células. Entonces se cambian de
medio y s¢ les adiciona un cocultivo para apoyar ¢l desarrollo embrionario y se incuban
por 6-7 dias. En este tiempo se hace la evaluaci6n, y la transferencia o congelacion de los
embriones obtemidos (Bearden y Fuquay, 1997; Griffin y Ojeda, 1992). El uso de los
sementales con la FTV sc incrementa de un 60 a 100%, respecto al aprovechamiento con
la IA y/o 1a monta directa.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccién Animal de la FA-UANL, la cual
estd localizads en el Municipio de Marin del Estado de Nuevo Lebn, con una latitud
norte de 25° 53’ y longitud oeste de 100° 03’ a una altura de 375 msnm (Salinas, 1981).
El clima es semidrido y la temperatura media anual es de 21 °C, con una temperatura
extrema de -3 a 41.5 °C en iInviemo y verano, respectivamente. La precipitacion media
anual es de 573 mm y la de humedad relativa media es de 72% (Estacidn de Observacidn
Metereoldgica Local).

3.2. Desarrollo de la investigacion

El material biologico, ovarios y oviductos, se obtuvé del Rastro Muaicipal de Monterrey,
N.L. El trabajo se desarrollé en dos etapas.

32.1.Etapal

Durante esta etapa s evalué el efecto de la época del adio, Ia fse del ciclo estrual y la
temperatura ambiental sobre la calidad y cantidad de los ovocitos recuperados. Los
avarios de bovino fueron colectados del rastro en pares, una vez por semana durante un
aflo; de marzo de 1996 a marzo de 1997, del Rastro Municipal de¢ Monterrey, N.L. Las
bolsas con los ovarios se transportaron al laborarorio dentro de las primeras 3-4 h post-
sacrificio, donde fueron clasificados en las diferentes etapas del ciclo estrual de acuerdo
a las estructuras ovaricas presentes, segin Leibfried y Furst (1979). En esta clasificacién
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no se incluyeron los ovarios de las vacas gestantes, los cuales fueron evaluados por
separado y se desecharon todos aquellos que presentaron alguna patologia, como quistes
foliculares o luteos, fibrosis 0 absceses, entre otros. No se obtuvd informacion acerca de
la edad, raza o estado de salud de los animales sacrificados. La procedencia de los
animales se mantuvé constante duranie el muestreo, siendo del Noreste del Estado,

Posteriormente en el laboratorio, se aspiraron los foliculos entre 2-6 mm de didmetro con
aguja calibre 18 x 1.5 pulgadas y jeringas de 10 ml El tiempo desde la coleccién y
purcién folicular fue de 6 a 8 h postsacrificio. El liquido folicular recuperado se¢ dejd
reposar de 15 a 20 minutos eu cajas de petri, lucgo se observd en el microscopio para
aislar 1os ovocitos con jeringa de 1 ml y unoppette 10 ul; y ponerlos en nuevas cajas de
petri con solucidon salina fisiologica (SSE), y después se clasificaron de acuerdo a las
caracteristicas descritas por Carolan e al. (1994), Palma y Brem (1993) y Leibfried y
First (1979). Se asigné la categoria uno a los ovocitos que reunieron las caracteristicas
para el cultivo in vitro(CIV) y categoria dos a los que no fiseron aptos morfolégicamente
parala MIV.

3.2.2. Aoalisis Estadistico

Las variables a medir fueron: Efecto de la época del afo, fase del cick estral y
temperatura ambiental sobre la cantidad y calidad de ovocitos.

Se apalizaron mediante un diseflo completamentie al azar con arreglo factorial 3 x 4;
tomando como factores la época del afio y las fases del ciclo estral la comparacidn de
medias se hizo mediante contrastes ortogonales (Olivares, 1994). El efecto de la
temperatura ambiental, se analizé mediame una  regresion lmeal simple con el
Statistical Package for Social Sciences Windows release 6.0 (SPSS).
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3.3. Etapall

Durante esta etapa se reacondiciond el laboratorio de reproduccion y se establecio el
drea de F1V; se adquirieron los reactivos y el equipo necesarios y s¢ implementé ia
técnica de FTV. Para el desarrollo del wabajo se realizaron las siguientes actividades:

3.3.1. Preparacion del drea de trabajo y personal

El drea destinada a [a FTV, siempre se¢ mantuvo con acceso restringido e higiénicamente
controlada. Periodicamente se desinfectd el piso, mesas de trabajo y equipo. Por las
noches, en ausercia de personal se mantuvo la luz ultravioleta ¢ocendida. Antes de cada
faema, se desinfectaron con alcohol etilico 70% las dreas de trabajo inmediato, tales
como [a campana de flujo laminar, los microscopios, platimas y area de aspiracién
folicular. En cuanto al personal, este laboré con bata, cubrepolvo, cubreboca y guantes
de litex estériles. En todo momento se procurd en ko posible una asepsia adecuada.

3.3.2. Caleccion de Ovocitos

Los ovarios se recuperaron en el rastro dos veces por semana, los lunes y martes durante
4 meses. Los lunes los ovarias fueron de ganado de engorda y los martes de ganado de
agostadero y lechero de desecho. La coleccidn se realizd dentro de las primeras 2 horas
post-sacrificio, y se transportaron al laboratorio en SSF al 0.9% + 100 Ul ml de
penkilina + 100 ug/mi de sulfato de estreptomicina, y a una temperatura de 25-30 °C. En
el laboratorio, los ovarios se lavaron de 3 a 4 veces con SSF + antibidtico, se secaron
rapidamente con papel secante, y se aspiraron todos los foliculos entre 2-6 mm de
diametro con aguja calibre 18 x 1.5 pulgadas de bicel corto y jeringas estériles de 10 ml y
sin émbolo de caucho, por ser tdxico tanto para los gametos como para los embriones.
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El liquido folicular obtenido se deposité en cajas de petri estériles. Se dejo reposar de 15-
20 minutos y posteriormente se observaron al microscopio para aislar todos los ovocitos
que reunieron las caracteristicas necesarias para la MIV seglin Carolan er of. (1994),
Palma y Brem (1993) y Leibfried y First, (1979). Durante la puncion folicular, los
ovarios y la cristaleria se mantuvieron a una temperatwra de 37 °C y la temperatura
ambiente fue de 30-32 °C. El tiempo entre la coleccidn, aspiracion, clasificacién ¢
incubacion de ovocitos, fue de 4 a 6 h postsacrificio.

3.3.3. FElaboracién de Scluciones Stock

Para la elaboracién de los medios se utilizé agua Mili-Q', cuyas caracteristicas se
mencionan en ¢| Cuadro 5, a una temperatura de 15 a 20 °C. Después se¢ mantuvo
fraccionada en frascos de vidrio bien tapados y en refrigeracién (4-5 °C) por no mas de
una semana. Siempre s¢ registrd el nombre y la fecha de elaboracién en el recipiente de
cada medio y/o solucion, y se obscrvaron frecuenternente con ¢l fin de detectar cambios
de color, precipitaciones @ cualquier otro aspecto que mdicard alteracion de los mismos.
Cuando esto sucedid de inmediato fueron reemplazados.

Cuadro 5. Conductividad eléctrica, concentracion de iones y endotoxinas del agua

Milli-Q

C. Eléctrica Concentracién de iopes (mp/l)’ Concentracion de
Agua  (uS/cm)' Na K CI Ca Mg Fe 2Zn  Endotoxinas (EU/ml)*
Milli-Q 0060 007 <01 <01 <0.1 <0.1 <01 <0.05 <0.25

a (uS/cm) = microsiemens
b La concentracion de iones fue medida en espectrofotémetro de absorcion atémica
¢ Se mdié por la prueba de Limulus. EU= unidad de endotoxinas (Nagao er ai., 1999)

' El agea MilliQ, fué proporcionada por el Laboratorio de Bioquimica de I Facuhud de Medicina de ls
Umiversidad Autonoma de Nuevo Ledn, donde se analizs periddicamente como parte del control de
calidad de (8 misma.
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En los Cuadras 6 y 7 se detallan las fsemulas utilizadas en la preparacién de [as diferentes

soluciones.

Cuadro 6. Soluciones Stock para la elaboracién de los medios, utilizados en
el proceso de MIV y FTV de ovocitos bovinos (Palma y Brem, 1993).

SOLUCION STOCK

COMPONENTE’ FERTILIZACION CAPACITACION HEPES

TL-STOCK SPERM- TL STOCK TL-STOCK
AGUA (ml) 500 500 500
NaCl (mg) 33300 2900 3330
KCl (mg) 7.5 — (20
NaHCO;(mg) 1051.5 1045 84
NaH ;PO HO{mg) 235 20 28
Penicilina(mg) 325 —_— 325
Raojo fenol(mg) 5.0 50 5.0
Lactato de Na (ul) 930.0 1825 930
MgClmg)* 50.0 155 S0
CaClymg) 198.5 192 150
HEPES(mg) 2 1190 1200
* pesar a! final y rédpidamente
Osmolaridad 280 - 300 mOsm 300 mOsm 300 mOsm
Temperatura de almacenaj 5 °C 5°%C 5S¢
pH 72-74 7.2-7.4 72-74
Tiempo de almacenaje 15 dias 1 1 mes

Estenlizar por filtrado (filtros 0.2 my) (filtros 0.2 mp) (filtros 0.2 my)

Cuadro 7. Medio de maduracién (TCM-199)

B ] _ gr/250 ml
TCM - 199 2.4975
NaHCO3 0.5550
Agua 250 ml

(Hernindez-Ledezma, 1995)

¥ SIGMA-Aldrich Fine Chemicals. Laboratories USA. Cattlogo 1998.
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Cuando el pH se desplazd entre los limites de 6 a 8, se ajusid con um solucidn pairdn
acida o basica (NaOH IM y HCI IN) antes de afiadir cualquier proteina (en este caso
BSA) para evitar la hidrdlisis. Si ¢l pH rebasé los limites amteriores, se elaboraron de
nucvo los medios, por considerarse como un indicativo de un mal pesaje de los reactivos

usados.

3.3.4. FSH® Stock

La hormona FSH se diluyd de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se hicieron
alicuotas de .5 ml y se congelarop. Para su uso, se descongek) a temperatura ambiente y
el sobrante se desechd,

3.3.5. Piruvato Stock

Se diluyeron 2.2 mg de piruvato por ml de SSF. Se filtré con filtros estériles con

membranas de poros de 0.2 ym, y s¢ mantuvo en refrigeracidn de 4 a 5 °C, por un

periodo maximo de una sesmana. (Hemandez-Ledezma, 1995).

3.3.6. Hepariua Stock

La heparina se diluy6 en una proporcion de 1 mg/ml de medio de FTV. Esta solucxon se

usd en una proporcion de 100 uVmi al momento de la fertilizacion in vitro. Para su uso se
prepard el mismo dia y el sobrante se desechdé (Palma y Brem, 1993).

* Ovagen lmmuno-Chemicals Products. LTD
PO Box 1607, Auckland |, New Zealand
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3.3.7. Antibidtica Stock

En 100 mi de SSF se diluyeron .6017 gr de Penicilina G-sodica + 1 gr de Sulfato de
Estreptomicina. Esta solucion se usé en una proporcidn de 100 pl/ml medio (Hernandez-
Ledezma, 1995).

3.3.8. Preparacion de sucros

La solucidon salina fisiolégica al 0.9% de NaCl, se elabord con agua bidestilada. Se
deposito en frascos de vidrio estériles y se esterilizd en la autoclave por 20 mmutos. Se
comservo a temperatura medio ambiente hasta su uso.

Para la elaboracidn de los medios de cultivo s¢ usé SVE, para lo cual se extrajo sangre de
las vacas que por su comportamiento y algunos signos clinicos, s¢ detectaron en estro.
La sangre obienida se¢ depositd en tubos de emsaye y se dejaron reposar a 45° de
inclinacion y a temperatura ambiente, pero no mayor de 30 "C porun lapso de 3 a4 h
Luego se pusieron en refrigeracién a 4 - 5 °C, hasta el dia siguiemte. Posteriormente se
centrifugaron a 2000-2500 rpm de 10-15 minutos. El suero se separd con pipetas Pasteur
estériles y se depositd en un matraz estéril bien tapado. Cuando se presentd cualquier
grado de hemélisis, €l suero se volvié a centrifugar. Luego se inactivé en bafo Marfa a
56 °C durante 30 minutos. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente; se fikrd con papel
Whatman # 1 dos veces y se fracciond en viales estériles, mismos que se conservaron 4 -
20 °C, previo registro de la fecha de elaboracion. Al momento de usar el SVE, s¢
descongel¢ al medio ambiente en la campana de flujo laminar y <l sobrante se desechd.

3.4. Eaboracidn de las células del epitelio oviductal bovimo (CEOB)

Los oviductos se colectaron mensualmente, y fueron transportados en termos con SSF al
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0.9% + 100 Ul/ ml de penicilna + 100 ug/ml de sulfato de estreptomicina, y a una
temperatura de 25-30 °C. Una vez en ¢l laboratorio, los oviductos fueron lavados de tres
2 cuatro veces ca SSF + antibiético, y se elimmd toda el tejido adyacente. Se pasaron
ripidamente por alcohol etflico al 70% y nuevamente se depositaron em SSF +
antibitico. Posterionmente, se lavaron dos veces en N-[2-hydroxyethyl] piperazina-N’-
[2-ethano-ac. sulfinico] o HEPES-TALP, suplementado con 10% de suero de vaca en
estro (SVE). Luego a cada oviducto se ke comprimid suavemente las paredes con una
pinza hemostitica, para desprender el tejido epitelial interior hacia el lumen. Uno de los
extremos del oviducto se colocd en un tubo de ensaye estéril, y se procedi6 a lavar con 2
ml de Medio de Cultivo para Tejidos (MPM), suplementado con piruvato, antibidtico y
SVE, usando pars esto una jeringa de insulina con unopette de 10 ul Se lavaron 3 o 4
oviductos por tuba. El fluido obtenido se dejé sedimentar, se elimind el liquido
sobrenadante y se lavd dos veces mis con MPM muevo, revolviendo cada vez con la
presion de la jeringa para la disociacion del tejido.

De 12 suspension final, se colocaron de 2-4 ml en cajas de petri de 35 mm y se incubaron
en una atmosfera de 5% de COy, 95% de dire y una temperatura de 39 °C, por un
periodo de 48 a 72 h En ¢ste tiempo s¢ formo una monocapa de céhulas en las cajas, Ia
cudl se recuperd con unma pipeta Pasteur estéril, se colocd en nuevos tubos de ensaye
estériles con 2 ml de MPM fresco, se centrifugd a 2500 rpm/10 minutos, se ehminé el
liquido sobrenadante y se repitié el proceso.

El pellet formado se puso nuevamente en cajas con MPM y se volvid a incubar por 24 b
Posteriormente, se uso en las cajas conteniendo los embriones en desarrollo, de 4 células
en adelante a una dosis de 100 pl/ml El medio restante con las CEOB, se fracciond en
viales y se conservd congelado a -20 °C, hasta su utilizacién, el medio sobrante
después de la descongelacidn, se desechd. Todo el procedimiento se Lievd a cabo dentro
de la carnpana de flujo lammar y con temperatura controlada de 35 a 37 °C.
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3.5. Preparacion de medias

Los diferentes medios que a continuacién se enlistan, se elaboraron con las soluciones
stock, a las cuales se kes afladieron los sucros, hormonas y otros suplementos, segiin fuera
el caso. Algunos se prepararon ¢| mismo dia que se usaron, otros s¢ almacenaron en
refrigeracion a 4 - 5 °C por un lapso 0o mayor de 96 horas. Todos fueron esterilizados
mediante filtracién, y fueron expuestos al medio ambiente o minimo necesario. Cabe
mencionar que el manejo de todos los medios de cultivo, se realizd dentro de la
campana de flujo laminar, previa desinfecciéon con alcohol etilico al 70%, y los mecheros
encendidos, para evitar los riesgos de contaminacién de los mismos.

3.5.1. Medio de maduracién ¢ MPM

9 mt de TCM-100 + 1 ml de SVE + FSH (1mg/ml) + antibidtico (100 p/ml ) + piruvato

(100 wV/ml)

3.3.2. Medio de capacitacién

20 ml Sperm TL- Stock + Albtimina de suero bovino 0 BSA (120 mg) + piruvato (100

pl/ml) + antibidtico (100ul/ml)

3.5.3. Medio de fertilizacion

10 ml de FIV Stock + BSA (10 mg) + piruvato (100 p/ml) + amtibiético (100ul/ml) +
beparina (5 pg/ml).



3.5.4, HepesTL-Stock, para lavado de los oviductos.

50 ml HEPES TL-STOCK + BSA (150 mg) + piruvato (100 pl) + antibidtico (500 pi)

3.5.5. Medio de cultive

9 ml de TCM-100 + | mlde SVE + antibidtico (100 pl/ml ) + piruvato (100 pl/ml)

+CEOB (50 p/ml)

3.6. Maduracion de Ovocitos in vitra (MIV)

Los ovocitos seleccionados se  lavaron dos veces en MPM andes de la incubacién, luego
fueron puestos en cajas de petri desechables (35x10 mm) comteniendo 2-3 ml de MPM
sin ghutamina (citado en el punto 3.4.1), en grupos de 30 a 43 ovocitos en cada una, y se
incubaron por 24 h , en una atmasfera de 5% de CO;, 95% de aire y una temperatura de
39 °C. Los medios de maduracién, fertilizacién y lavado se equilibraron en la incubadora

por un periodo de 2 h previo a suuso,

3.7. Semen

Se uso semen congelado®, del mismo semental ¥ del mismw bote, el cual se descongeld
por inmersion en agua a una temperatura de 37 °C por 20 o 30 segundos. Los
espermatozoides se sometieron al método Swim-up descrito por Shamsuddin y
Rodriguez-Martinez, (1993). Répidamente el comenido de ia pajilla de 0.25 ml fue

* Semen congelado de! semental Z54 de la raza Simmental, donado por €l Centro de Produccitn de |a
Unidad Linares de la UANL
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depositado suavemente en un tubo de ensaye conteniendo 1 ml de medio de capacitacion,
el cual fue equilibrado a 39 °C  en baflc Maria, minutos amtes de afadir el semen, en
donde se mantuvo de 45 a 60 minutos. Posteriormente, el supemadante o fraccidn
motil de 0.85 ml aproximadamente, se separd con una pipeta Pasteur estéril y se
depositd em otro tubo con 2 ml de medio de capacitacion a la misma temperatura, y se
centrifugd a 2500 rpm/10 minutos dos veces, La motilidad se evalud subjetivamente en
forma rutinana, después de la descongelacion y antes de la fertilizacidén. La concentracidn
se determing microscépicamente con un hematacitdmetro y fue ajustada a 1.25 X 10%/ml

© un minimo de 1X%10°,

3.8. Inseminacion i vitra

Después de 24 h de maduracion, los ovecitos con las CCO expandidas, fueron lavados en
Fert-TALP o HEPES y tranferidos a muevas cajas con 1 0 2 ml medio de fertilizackdn +
heparina (5 pug/ml), al cual s¢ le afiadicron los espermatozoides lavados y capacitados, a
una concentracion final de 1.0x10°. Las nuevas cajas con los espermatozoides y los
ovocitos maduros fueron incubados por 24 h.

3.9, Cultivo in vifro

El medio bésico para el cultivo fue el TCM-199 0 MPM con bicarbonato de sodio (26.2
mM) como bufer, piruvato de sodio (0.25 mM), SVE (10%) y antibi6tico (Penicilina +
Sulfato de Estreptomicina 100 ul/ml), el cual se afiadié 24 h después de inciada la
fertilizacion in virro. Para esto, los ovocitos fueron separados de los espermatozaides,
mediante vortexeo a velocidad media durante 10 0 15 segundos, @ por desprendimienta
mecanico de las CCO, Se lavaron con MPM, s¢ pusieron en muevas cajas de petri, se
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afiadid tambi¢n el co-cultivo 0 CEOB, en una proporcidn de 100 a 200 ul por caja y se
volvieron a incubar, Posteriormente se recmplazo ¢l 50% del medio de cultivo por medio
fresco cada 24 h, durante 5 dias posterwres a [a FIV,

3.10. Evaluaciin de la Maduracién y Desarrollo Celalar

Después de completar los periodos de incubacién de 24 h para la MIV, ¢l grado de
expansion de las CCQ se evalio bajo el microscopio estereoscdpico, ¥y se considerd
tanto  la expansion de las CCO como la apariencia del citoplasma asi como ks
mtegridad y uniformidad de la zona pelixida. Después de 24 b, de la FIV las CCO fueron
desprendidas mecdnicamente con micropipeta 0 mediame vortexeo, para determinar el
porcentaje de fertilizacion y division celular el dia dos o tres postinseminacion. Los
embriones de dos células 0 mds se consideraron como fertilizados. Se tomd en cuenta la
uniformidad en apariencia y tamafio de los blastomeros para determinar el nimero de
embriones capaces de proseguir el desarrollo,

La eficacia de los medios de cultivo s¢ evalué por la proporcion de los embriones
dividdes el dia 2 postmseminacion, por la supervivencia de los espermatozoides a las 24
h de incubacin en el medic de FIV, asi como por la proporcidn de embriones en los dias
3 y 4, y por el nimero de morulas o blastocistos al dia 5 ¢ 6.

3.11. Establecimicuto de los Experimenatos

En esta etapa se corrieron dos experimentos para ¢valuar diferentes aspectos, esto, con ¢l

propdsite de establecer los pardmetros propios en ¢l laboratorio para ka FIV de ovocitos
bovinos.
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3.11.1. Experimento |

Se evalud el efecta del tipo de ganado sacrificado: ganado de engorda el cual
gencralmente esta bajo el efecto de bos implantes anabélicos y aditivos en las raciones
consumidas; y ganado de agostadero o de desecho, sobre los indices de maduraciém y

desarrollo embrionario in vifro.

3.11.2. Experimento Il

Aqui se establecieron dos tratamiemos para evaluar las siguientes variables: Porcentaje
de maduracidn y porcentaje de desarrollo embrionario.
3.11.2.1. Tratamiento I

Se utilicd el medio de maduracion TCM-199 + glutamina, con fa siguiente formulacién

stock:

Solucion 1 Solucidn 2

Ca Lactato (mg) 300 L-glutamma (mg) 50

Agua (ml) 100 NaHCO3 (mg) 400
HEPES (mg) 700
Piruvato (mg) 125

Gemtamicina ((mg) 550
TCM-199 (ml) 500

Solucion 3 = Se mezclo la solucion 1 + la solucion 2 (Paltoa y Brem, 1993)

Osmolaridad 280 - 300 ,Osm

pH 7.2-74

Temperaturs de almacenaje 5 °C

Tianpo de almacenaje 1 mes

Esterilizado por filtrado filtros 0.2 mu (Palma y Brem, 1993).



Y se ¢labord el siguiente medio de maduoracion:

9 ml TCM c¢/glutamma + SVE (10%) + FSH (10 mg/ml) = se csterilizd mediante

filtracion

3.11.2.2. Tratamiento I

Se utilizé el medio de maduracién TCM-199  sin ghutamina (Cuadro 7), con la siguiente
formulacion:

8 ml de TCM-199 + 100 ul piruvato de sodio + 20% de¢ SVE + FSH (10 mg/ml) +
antibiotico (100 ul sol stock).

En ambos tratamientos kos ovocitos fueron puestos en cajs de petri desechables (35x10
mm) en grupos de 30 a 40 por caja, canteniendo de 2 8 3 ml de MPM cada una. Tanto el
medio de maduracidn como el de lavado se equilibraron en la incubadora por un periodo

de 2 h previo a su uso.

3.11.3. Anilisis estadistico

Las variables medidas fuervn: Porcentaje de maduracion, fertilizackdn y desarrolio

celular, las cuales fueron analizadas mediamte una prueba de X, para probar la
independencia entre los factores (Olivares, 1994).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Etapa I

4.1.1. Evaluaci6a de Ia cantidad y calidad de ovocites por época del afio

Se encontrd marcada diferencia en el numero de ovarios colectados entre época (Figura
3), lo cual posiblemente se¢ debié a las condiciones climatolégicas que se presentaron
durante la estancia del ganado sacrificado en los agostaderos y corrales, asi como a la
camtidad de precipitacion pluvial, la condicidn del agostadero y la disponibilidad de
alimento. El numero de animales sacrificados fue mayor en los meses en ks que la sequia
fue mas severa. Por otro lado, es factible considerar la variacién que presenta el
consumo y mercado de carne vacuna a través del afio, lo que influye también en el
mimero de cabezas sacrificadas. Sin embargo, la cantidad de ovocitos recuperados fué
mejor durante el invierno, época en que la cantidad de ovarios colectados fué menor.
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Figura 3. Ovarios colectados y ovocitos obtenidos por época del aio.
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El mimero y porcentaje de ovacitos categoria uno, obtenido por época, fue 1638
(51.5%), 915 (40.5%), 1317 (45.4%) y 1619 (45.7%) para primavera, verano, otofio €
invierno, respectivamente. La primavera fue significativamente mayor (P < 0.05) a las
otras épocas (1638 vs 1283). Micntras que en el promedio de ovocitos por ovario, el
invierno fue diferente (P < 0.01) a las otras épocas ( 5.5 vs 3.6).

En el Cuadro 8, se observan los porcentajes de los ovocitos considerados como aptos
para la maduracion y fertilizacion in vitro, asi como el nimero de ovocitos por ovario y
por época del afio. Existen evidencias en las que se menciona que la produccidn de
Qvocitos por ovario puede estar influenciada tanto por las caracteristicas individuales del
animal, como por otros factores que no fueron evaluados en este estudio (Goto ef al.,
1990; Berg y Brem, 1991 y Carolan et ai., 1993 citados por Gordon, 1994).

Cuadro 8. Ovocitos categoria uno y ovocitos por ovario por época del

aflo.
% de Ovocitos Categoria 1 No. de ovocitos
Epoca Numero  Media + EEM por ovario
Primavera 1638 40.7 + 762a 36a
Verano 915 268 £ 78 b 328
Otofio 1317 JI9 £ 762 b 4.1z
Invierne 1619 4883 + 762a 55 b

Literales difeventes entre columna indican diferencia estadistica (P < 0.05)
** Diferencia altamente significativa (P <0.01)

Respecto a bos resultados obtenidos en el nimero de ovocitos categoria uno por ovario ¥y
numero total de ovocitos por ovaric, por fase del ciclo estral y entre época del afio, el
invieno fue difereme (P < 0.01) a las demas épocas (Cuadro 9). Aunque el nimero de
ovocitos obtenidos por avario en las cuatro épocas, fue inferior al reportado por Carolan
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et al. (1994), quienes obtuvieron 14.2 en tanto que Kim ef al. (1996) reportan 22 + 8.5;
Hamano (1993) y Katska (1984) reportan un promedio de 11 ovocitos por ovario,
obtenidos mediante aspiracién con jeringuilla e independiememente de la fase del ciclo
estral, esto, posiblemente se deba entre otras cosas, al efecto negativo del estrés térmico
sabre la actividad ovérica (Chemineau, 1993), entre otros. No se enconiraron diferencias
significativas en el mirero y calidad de ovocitos recuperado por fase del ciclo estral
(Cuadrg 9).

Cuadro 9. Ovocitos categoria 1y ovocitos por ovano por época del ado y fase
del ciclo estral

Promedio de ovocitos categoria ]|  Numero de ovocitos por ovario

Fases del.ciclo Prim. Verano Otofioc Inv. Prin. Ver. Otodo Inv.
Lutea temp. 1.8 2.0 14 24 34 42 39 56
Lutea tardia 1.7 1.3 16 1.8 3.2 27 38 40
Folicular 20 1.2 1.7 28 38 33 43 63
Media 1.8a 152 152 23b 34a 34a 40a 530

* Literales diferentes eatre hilera indican diferencia altamente significativa (P <0.01)

Existe una fuerte discrepancia entre algunos reportes en lo que se refiere 2l efecto del
estrés (érmico sobre el desarrollo folicular. Badinga ef af. (1994) 0o encontraron efecto
de la época sobre los niveles sérios de progesterona, estrogenos y hormona luteinizante
en ganado lechero, sin embargo, mencionan que €l desarrollo del foliculo dominante
puede ser alterado durante los meses de verano, pero que los bajos mdices de fertilidad
registrados durante las épocas calientes, pueden deberse a otros factores, tales como,
condicion fisica, balance energético negativo, estado de salud, edad y raza de los
animales, mismos que en este estudio no fueron considerados. Por otro lado, Du Prezz er
al., (1994) y Chemineau, (1993), afrrman que el efecto negativo del estrés térmico sobre
la reproduccion s¢ manifiesta tanto eun los bajos indices de fertilizacion, como ep la
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longitud del estro y la actividad ovérica. Pranee ef al. (1996) encontraroa que la longitud
del ciclo estral en vacas kecheras fue sinular entre épocas del afo, mientras que la
duracién del estro tuvo un rango de 2 2 40 h en las épocas fra y caliente, respectivamente
y que durante la época caliente s¢ registré yn incremento (44.3%) en la presentacion de
estros silenciosos.

La posible explicacion a la diferencia numérica que se registro entre fases del ciclo estral
por ¢pocas, respecto al niimera de ovarios trabajados, coincide con lo reportado por
Zeitoun ef ai. (1996) quienes encontraron que la estacionalidad en ganado bovino afecta
la funcionalidad del cuerpo Kiteo durante la primavera; pero que las ondas de crecimiento
folicular por cicle y la longitud del ciclo, no fueron diferentes entre primavers y otaio;
sin embargo, durante el otofio ¢l foliculo dominante fue pequedio y los niveles de
progesterona decrecieron, comparados coa ka primavera. No obstante, en este trabajo, se
obtuvieron mas ovocitos duramte ¢l invierno que en las otras épocas {(Cuadro 8), asi
como superiores porcentajes de ovocitos categoria uno en las fases Kitea temprana y
folicular. De igual manera el nimero de ovocitos por ovario, favorece a la época de
invierno en todas las fases del ciclo estral

El porcentaje obtenido de ovocitos categoria uno, es similar a algunos reportes (Katska,
1984; Badinga ¢t al., 1993; Hamano, 1993 y Gordon, 1994) los cuales varian desde 31 a
80 %, manejandose un promedio de 55%, pero no se especifica el efecto de la época
del afo ni 1a fase del ciclo estral

En cuanto a la relacion entre la temperatura ambiental y nimero de ovulos obtenidos por
avario se obtuvé un coeficiente de regresidn negativo b, = -072 (P < 0.11), lo que
indica que a mayor temperaturs méxima, menor nimero de é6vulos por ovario. Aunque el
coeficiente de determinacién es bajo, debido a la presencia de otros factores que mo
fueron medidos en el estudio y que tienen influencia sobre la actividad ovirica, y por ende
en ¢} nimero de ovocitos recuperados. En la Figura 4 se aprecia la tendencia que mostrd

esta variable. Esto concuerda con Wolfenson ef al. (1995) quienes mencionan que el
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estrés caldrico induce a la presencia de foliculos grandes en Ia primera oleada de
crecimiento folicular durante el ciclo estral Esto inhibe el crecimiento de los foliculos
mas pequefios y adelanta la emergencia del segundo pico folicular, afectando el nimero
de foliculos que se inician al crecimiento en ¢sta okada. Como consecuencia, hay un
descenso en los niveles de estrogenos, uma pobre luteinizackin y también s niveles
séricos de progesterona son afectados. La secresion de mhibna y estradiol por los
foliculos grandes, en parte, estd mediada por el efecto inhibitorio del foliculo dominante
sobre los foliculos subordinados; por lo que presumen que a esto se deba el efecto
depresivo sobre |a fertilidad durante las épocas calientes en el ganada.
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Figura 4. Relacién de la temperatura extrema méxima con
¢l manero de ovocitos obtenidos por ovano

Este hallazgo es consistente con algunos reportes sobre el efecto de las altas temperaturas
sobre ¢l comportamicnto reproductivo de los animales. Ot ef al. (1993) encontraron de
un 16 a 21% de prefiez al prumer servico en vacas lecheras cuando la temperatura media
ambrental estuvo entre 31 y 35 °C, pero tambi¢n mencionan que estos resultados se



asociaron con el aivel nutricional del ganado,

En el Cuadro 10, se observan los promedios de b temperatura y Ia humedad de Ins
regiones de dunde provino el ganado sacrificado durante el muestreo, las cuales rebasan
los limites de la zona termoneutral de los bovinos pars una 6ptima reproduccién y
produccidn, la que estd conmsiderada emtre 0 y 16 °C. Por lo tamto, los animales
experimentan estrés térmico cuando la temperatura ambiental rebasa los 23 ‘C y b
kumedad relativa es superior al 70% (Du Prezz, 1993 y Badinga & al., 1993). Esto
quizds influyé negativamente sobre el desarrollo folicular y consecuentemente sobre la
calidad de los ovocitos.

Cuadro 10. Promedios de temperaturas médximas y minimas, precipitacion pluvial,
humexlad relativa, de los municipios de Dr. Coss, Zuazua, Marin y Apodaca,
N.L., durante marzo de 1996 a marzo de 1997.

Temperatuta °C Temp. Ext.°C  Precipitacion ~ Hum. Relativa

Mes Min. Méx. Media Mix, Min pluvial (tum) %)
Marzo 92 270 189 - 0.0 42.83
Abril 146 33.1 237 43 60 0.0 58.6
Mayo 24 377 304 4] 160 0.0 72.0
Junio 231 382 306 4 150 415 75.0
Julia 235 389 3l 4 210 43.0 4.6
Agosto 29 358 289 43 190 80.3 76.6
Septiembre 212 339 275 9 110 £9.0 78.5
Ocrubre 162 300 231 39 70 480 76.2
Noviembre 11.0  26.4 18.2 39 290 13.0 74.4
Diciembre 7.7 242 15.8 33 %0 30 74.6
Enero 54 195 134 36 -3.0 3.0 75.5
Febrero 86 223 1.5 34 30 28.0 75.8

Marzo 276 139 19.9 38 60 121.0 69.9

——
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Es importante mencionar que en este trabajo se encontrd un nimero significativo de
ovarios en anestro durante el verano (9.2%) y ¢l otodo (5.3%), en tanto que duraate (a
primavera y €l invierno, se encontraron 4.1% y 4.2%, respectivamente. En este caso, la
prucba de independiencia demostré que ¢l nimero de ovarios mactivos mo ¢s
independiente de la época, ya que la primavera y el mvierno fueron significativamente
diferentes (P < 0.01) al verano y el otofo (Cuadro 11).

Lo anterior corrobora  los resuttados reportados por Orr er ol (1993) y Badinga e al.
(1993) quicnes mencionan que las altas temperaturas incrementan €] nimero de animales
en anestro y 1a presentacion de celos silentes. Este hallazgo puede ser indicativo de los
efectos adversos que tuvieron sobre la actividad ovirica la pobre precipitacién pluvial, la
casi nula disponibilidad de alirmento en los agostaderos, y la baja condicion fisica de los
animales al momento del sacrificio durante el tiempo de muestreo en la regién de donde
provino el ganado. Sin embargo, tambin cabe la posbilidad de confirmar la
estacionalidad reproductiva del ganado bovino, segin los resultados reportados por
Badinga et al. (1993), Wolfenson et al. (1995) y Zeitoun et af. (1996).

Cuadro 11. Ovanios en anestro por época del aflo

Nuamero de Ovarios % de Ovatios
Epoca del ailo Activos Anestro en Anestro
(36/862)
Primavera 826 3é 4.1
(64/690)
Verano 626 64 9.2
(37/702)
Ototo 665 37 53
(24/568)
Invierno 544 24 42

*(Prueba de X*; P<0.01)



4.1.2. Evaluaciéo de la cantidad y calidad de ovocitos durante la gestaciéa

De acuerdo a la teoria de la emergencia de ondas foliculares durante la gestacién en
bovinos, al tiempo que se evahio la calidad y cantidad de ovocitos por época del aio y
fases del ciclo estral, también se evaluaron los ovarios procedentes de vacas gestantes,
aunque no se determind la etapa de la prefiez. No hubo difereticia entre épocas en cuanto
a cantidad de ovocitos recuperados (P > 0.05). En el Cuadro 12 se encuentran los
resultados en lo que respecta a calidad de ovocites, en donde el nvierno y la primavera
fueron diferentes al verano y otofio (P < 0.01). El porcentaje general de ovocitos
categoria uno fue de 44.9%, ¢n tanto que ¢ obtuvd un promedio de 3.2 ovocitos por
ovano. Estos resultados coinciden con los reportados por Moteno ef al, 1993 y Memtjes
et al. (1995) quienes reportan porcentajes de ovocitos aptos para la MIV y FIV durante
el primer trimestre de gestacién, similares a los animales oo preflados 56 y 48 %,
respectivamente. Moreno et al. (1993) obtuvieron un mimero de ovocitos por ovario

significativamente diferente (P < 0.01) y de mejor calidad, que en vacas ciclicas.

Cuadro 12. Ovarios de vacas gestantes, recolectados del rastro municipal durante un afio.

No. ovocilos No. de ovocitos No. evocitos por
Epoca No. ovarios  recuperadas categoria | ovario
Primavera 168 521 293 (56.0%) 3.5
Verano 168 552 201 (36.4 %) 3.2
Otofio 198 551 207 (37.5 %) 2.7
[nvierno 138 494 246 (49.7 %) 3.5

* (Prucha de X’; P <0.01)

La posibilidad de recuperar ovocitos tanto de hembras gestantes o clinicamente mfértiles
y becerras prepiiberes, ha hecho posible eliminar algunos obstaculos para el uso de
animaies genéticamente superiores como donadores de dvulos para la FIV. Poco después
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de la caracterizacién de las dos o tres oleadas de crecimiento folicular durante el ciclo
estral en bovinos (Fortune, 1994); sc descubrid que el crecimiento folicular durante Ia
gestacion es continuo y similar al de los animales ciclicos. Por esto se ha considerado la
posibilidad de recuperar los ovocitos in vive, asi como la factibilidad de aplicar los
programas de superovulacion en animales grdvidos también. Complemeniando estas
actividades tanto con la TE como can las técnicas ya mencionadas.

Meintjes er al. (1995) encontraron que no hubo diferencia entre animales gestantes y
vacios tratados con FSH, en el mimero de foliculos aspirados y ovocitos recuperados.
Ademss, recomiendan considerar cualquier estado fiswldgico de los animales vabosos,
para la obtencion de gametos de calidad genética y viables para los procesos de FIV,

4.1. Etapa I

4.2.1, Experimento 1

4.2.1.1. Evaluacién del clecto del tipo de ganado sacrificado sobre loy indices de
maduracidn y fertilizaciou in vitro.

En el Cuadro 13, se detallan los resultados obtenidos en cuanto a nimero de ovogitos
obtenidos por ovario y nlmero de ovocitos categoria uno por ovario por tipo de ganado
sacrificada (procedente de agostadero y de engordas). Habiendo diferencia significativa
(P < 0.01), favorable para los animales de agostadero en estas variables.



Cuadro 13. Nimero de ovarios, cantidad y calidad de 6vulos recuperados por
ovario y por tipo de ganado.

No. de Ng. dvulos Ovulos por  No. ovubos 1

Tipo de ganado QVarios obtenidos ovario Por Ovario
Engorda 721 1903 2.6 1.8
Agostadero 702 2387 34 2.4b

* (Pruebade X, P<0.01)

Durante esta etapa, ¢l intervalo entre coleccion de ovarios, aspiracidn, seleccién €
incubacion fue de 6 b postsacrificio. En este sentido, se excedieron los limites
recomendados por Blondin ef al. (1997) quienes al comparar diferentes tiempos entre
coleccidn € incubacion, encontraron que los mejores indices de desarrollo embrionario
fueron de un 35% de blastocistos y los registraron cen los ovocitos procedentes de
ovarios trabajados a las 4 h postsacrificio. Mientras que estos porcentajes decrecieron
significativamente en los iotervalos de 2, 6 y 7 h, siendo 14.7, 13.0 y 14.7%,

respectivamente.

El tiempo durante el cual los ovarios son mantenidos en SSF a temperaturas entre 25 y
33 °C, puede tener un efecto significativo sobre los indices de desarrollo embrionario ir
vitro. Los cambios del ambiente folicular en los ovarios se mcrementan bajo condiciones
post-irortem, y esto miluye en la capacidad de los ovocitos para conservar la capacidad

de desarrollo posterior.

El gamado de engorda, normalmenie es sometido a un régimen de alimemtacion
estrictamente controlado, en el cual se incluyen una serie de aditivos que afectan la
actividad ovérica. Entre los que se cuentan con mucha frecuencia bos estimulantes del
crecimiento. Durante el muestreo, se observd con regularidad, que Jos ovarios

provenientes de este tipo de ganado, presentaron una poblacion folicular uniforme. La
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mayoria de los foliculos fueron entre 2 y 8 mm, raramente s¢ encontraron estructuras
luteas. Por otro lado, también s¢ encontraron ciertas caracteristicas flsicas y estructurales
en este tipo de ovarios taks como: la presencia de foliculos mayores de 10 mm y vigjos.
Esto se determind por la consistencia o textura y el ¢olor parduzea del liquido folicular,
y tanto la corteza ovarica como la grasa adyacente presentaron un color blanquecino o
rosado palido.

La poblacidn folicular caracteristica en este lipo de animales, puede atribuirse a la edad
de los animales que normalmente fluctia entre 15 y 20 meses aproximadamente, a la dieta
recibida y al efecto de los implantes anabdlicos que usualmente reciben durante su
estancia en los corrales de engorda, los que se conoce que ticnen efectos adversos sobre
las caracteristicas reproductivas (Staigmiller er al. 1983), estos autores mencionan que las
vaquillas implantadas con zeranol requineron mas servicios por concepcién que las
vaquillas que no fueron implantadas, aun cuando las primeras fueron més precoces. Por
otro lade, (Staigmiller er al. 1985) encontraron que tamto el desarrollo gonadal como la
calidad seminal es afectada por los implantes anabolicos en toretes.

La calidad de ovocitos en este tipo de ganado pudo estar influenciada por la presencia de
faliculos predominantes en los ovarios principalmente, aunque no s¢ descarta la mfluencia
que pudieron tener también los factores anteriormente sefialados. Los foliculos mayores
de 10 mm, ejercen un efecto negativo hacia los foliculos en crecimiento de ahi que la
poblacion folicular encontrada fuera tan uniforme.

Figueiredo et al. (1994) han descrito una serie de factores que pueden afectar la
actividad ovarica, entre los que se¢ mcluyen; edad, estadio del clo estral, raza, estado
putricional y la gestacion. También se sabe que el desarrollo de los pequeiios foliculos
preantrales es afectado tanto por el estado fisiologico del animal como por la presencia
de estructuras oviricas tales como foliculos antrales y cuerpo liteo.

No ¢bstante Gandolfi ef al. (1997) reportan que la capacidad de reiniciar la meiosis in



vitra de los ovocitos, no depende de las caracteristicas sistémicas de los animales como
dicta, raza, edad, medio ambiente, entre otros, sino que las variaciones que se presentan
en los resultados de los cultivos in vitro, dependen principalmente de los lamados
mediadores intraovaricos. Entre estos s¢ incluyen los factores de crecinuento IGF Iy I, ,
la ichibina, activina, follistatina, angiotensiia y renind, Aunque DO se <OnOCe
completamente su mecanismo de accidn, se sabe que estin mvolucrados en la modulacion
de [a accion de las gonadotropinas y asociados con la vascularizacion oviérica.

4.2.1.2. Evaluacion de los indices de maduracién

La expansion de las CCO fue uno de los indicadores a tomar en cuenta para evaluar el
proceso de maduracién de los ovocitos y se efectud a diferentes periodos para
determinar el tiempo mas adecuado para la subsecuente FIV. Los resultados del Cuadro
14, muestran los diferentes periodos en los que se evalud el proceso de maduracion
Entre los cuales no se encontrd diferencia estadistica (P > 0.05).

Cuadro 14, Maduracidn in vitro de ovocitos provenientes de

dos tipos de ganada.
% de Maduracid

Tipo de ganado 18h 24h 28h

(393/525)  (488/525)  (525/525)
Engorda 75 93 100

(739/870) (826/870) (870/870)
Agostadero 8 95 100

* Los valores entre paréntesis mdicen los ovocitos maduradas sobreel toral de

0WOCTIOs tacubedos

A las 18 h, se observé buen porcentaje de expansion celular. Sin embargo, en este
periodo no se observd ningan cuerpo polar en el espacio perivitelino. A las 24 h el
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namero de ovocitos que presentaron expansidn celular se incrementé notoriamente, Se
observd la presencia del cuerpo polar, lo cual indica el reinicio de la actividad meidtica y
organizacién citoplasmdtica de los organelos cehulares. A las 28 h, se observé una
expansion celular al 100%, y presencia del cuerpo polar. Sin embergo, la consistencia de
los ovocitos cambid radicalmente. Se formd una especie de mucilago o baba que dificultd
su manejo. Al momento de intertar aislarlos para su evaluacién se aghrtinaron y formaron
una sola masa, cambios que se atribuyen a la presencia de gonadotropmas en el medio de
maduracion.

Shamsuddin er al. (1993) mencionan que la degeneracién de los ovocitos se mkia a las
30 h de incubacian, y este proceso involucra la desapariciin del cuerpa polar, la elevada
mucificacion y la pérdida de los poros de unién o “gap junctions”. Ellos concluyen que en
bovinos, un periodo de 20 a 24 h de maduracion es suficiente para compietar este
proceso, independientemente del tipo de medio que se utilice. En este sentido, los
resultados obtenidos concuerdan con los autores citados.

Considerando la importancia de la ZP en los procesos de intercambo de nutnentes y
fertilizacion, esta fue otra de las caracterfsticas a evaluar para determinar el indice de
maduracion asi como la uniformidad del citoplasma. En este caso menos del 1% de los
ovocitos maduros a las 24 b, presentd dailos en la ZP o pigmentacion citaplasmdtica. Se
descartaron como viables, todos ios ovocitos que tuvieron alguna ruptura o deformidad
de la ZP o mis de la tercera parte de la masa citoplasmatica con pigmentacién obscura o

vacuolas en el nicleo.

Muchos laboratorios han fijado la expansion celular y las caracteristicas antervorinente
seflaladas como pardmuetros para evaluar el proceso de maduracion Sin embasgo
Shamsuddin es al. (1993) enfatizan que los eventos que suceden durante la maduracion
de los ovocitos no siguen un patron especifico. Por lo anterior, es necesario identificar
todos los cambios que deben acwrrir para considerar este proceso completo.



4,2.1.3. Evaluacion de los indices de fertilizacidn

Los indices de FIV de los ovocitos procedentes del gamado de agostadero fueron
diferentes (P < 0.05) a los de ganado de engorda (Cuadro 15).

Cuadro 185. Fertilizacidn in vitro de ovocitos en dos tipos de
ganado.

Tipo de ganado No.de dvufos % de Fertilizacion

(165/525)
Engorda 525 3147

(356/870)
Agostadero 870 4103

* (Prueba de X% P <0.05)

No se encontraron referencias bibliograficas en cuanto a fndices de fertilizacion in vitro
por tipo de ganado. En este sentido, es factible descartar el factor nutricional como causa
de los bajos indices de fertilizacion obtenidos. Considerando el tipo de estructuras que
presentaron los ovarios procedentes de gamado de emgorda, los resultados obtenidos
pudieron estar influenciados por los aditivos e implantes hormonales a los que se somete
este tipo de ganado. Aunque en apariencia no hubo efecto del tipo de ganado sobre los
indices de maduracién, los eventos que caracterizan este prooeso pudieron no ser bos
adecuados para que se [levara a cabo la fertilizacion.

4.2.2. Experimento II

En esta parte del trabajo, se implementaron dos tratamientos para evaluar su efecto sobre
los indices de maduracion y fertilizacién. Esto, bajo la premisa del efecto positivo que
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gierce |a glutamina sobre los procesos de oxidacitn y el metabolismo en general de los

ovocitos, lo que favorece el remicio de la meiosis.

4.2.2.1. Efecto de la glutamina en el porcentaje de madurscidén y fertilizaciém
(Tratamiento 1 y IT)

Eo cuanto a los indices de maduracion celular a las 24 h, se encontré que o existe
diferencia en los tratamientos 1 y II (Cuadro 16). No obstante, el porcentaje de
fertilizacion fue diferente entre los tratamientos, pero los tndices de divisibn celuiar
fueron similares a las 120 b

Cuadro 16. Maduracion, festilizacion y division celular de ovocitos con o sin

glutamina.
No. de avocitos Porcentajes % de Division
Tipo de Media Incubados Maduracion  Fertilizacién Morula
(334190) (107190}
C/glutamina 190 95 17.8 52
(59/185) (LL/L8S)
S/glutamina 185 93 310 5.9

* ¢ (Pruebade X% P<0.1)

Los blastocistos tienen la capacidad de coovertir la glutamina a glutamata y aspartato y
visceversa lo que favorece k| reduccién de los enlaces disulfuro en el micleo del
espermatozoide durante la fertilizacion, y a su vez, la formacidén del proniicleo masculino
{Sutovsky y Schatter, 1997). Devreker y Hardy (1997) encontraron que al adicionar
glutamina ¢ taurina al medio de maduracidn rompian el bloqueo que se produce en el
estadio de dos células, pero en el desarrollo posterior se incrementd notablemente Is
muerte celular, afectando la calidad de los embriones. La viabihdad de bos ovocitos
provenientes de los foliculos preantrales es baja en ausencia de prruvato y glutamina



como fuentes energéticas (Figueredo er al., 1994).

4.3. Evaluaciin general del desarrollo celular

El desarrollo celular se evaiug a las 48 h postinseminacién para determinar el nimero de
6vulos fertilizados. Se tomaron como tales todos los embriones de dos o més células,
independientemente de la apariencia de los blastémeros ¢ de la zona pehicida. Los
resultados se muestran en el Cuadro 17, Para la evaluacion posterior a las 48 horas, se
tomo en cuenta la apariencia de los blastomeros para considerar el estadio embrionario.

Cuadro 17. Desarrollo celular después de la fertilizacion i vitro.

% de desarrolio celular (h)

Estadio 24 48 72 96 120 144
2 células - 28 8 8 3 8
4 células nene 9 17 9 3 3
8 celulas -—-- 2 14 13 J 5
16 células - —_— e 4 18 16
Morula — — - - 5 7
Blastocisto - . e -

Hay varios parimetros para evaluar €l desarrollo embrionario. In vive, rutmanamente es
evaluado en base a la morfologia del embridn y de acuerdo al estadio de desarrollo
(MIETS, 1987). Sin embargo, los embriones producidos in vitro, con frecuencia
presentan diferencias morfoldgicas notarias, las cuales se caracterizan por presentar una
masa cetular mas obscura y menos compacta que los desarroliados in vivo. No obstante,

el nimero de blastomercs es un parametro establecido para la evaluacion de los
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embriones, y aunque en determinado momento este sea comparable con los embriopes
producidos én vive, la viabilidad de los embriones producidos inm viro a B8
crioconservacion es muche menor. Shamsuddm €/ al. (1993) reportan de un 22 a un 38.6
% de mérulas/blastocistos viables.

Los resultados generales, obtenidos en aucstro laboratorio (Cuadro 17), los cuales son
independientes de los tratamientos aplicados, son bajos ain. Esto, confirma kb reportado
por Blondin et al. (1997) quienes afirman que el hecho de obtener altos porcentajes de
MIV y pobre indice de desarrollo embrionario, mdica que s medios no son los
adecuados para soportar &l incremento ceiular de fos embniones. Por otro lado, cabe
también la posibilidad que mencionan Galli y Lazzari (1996) quienes mencionan que kos
embriones producides im vitro acumulan gran cantidad de lipidos, lo que altera su
metabolismo general, lo que incrementa la susceptibilidad a b crioconservacion a los
embriones que alcanzan el desarrollo adecuado para tal efecto.

En este caso se obtuvé un porcentaje significativo en ¢f estadio de 2 y 8 células que no
continuaron el desarrollo. Esto siguifica que por efecto de la composicidn del medic de
cultivo no se pudo romper el bloqueo que gemeralmente se presenta en esta etapa. Dicho
bloqueo se le atribuye a la presencia de algunas substancias quimicas presentes en el
medio como la D-glucosa, piruvato e hipoxantina. Sin embargo, estas substancias estin
presentes en los diferentes medios comercialmente disponibles.

Los porcentajes de fertilizacién reportados varian del 46 al 66% bejo diferentes
condiciones de cultivo. Al respecto, los resultados generales son: que del total de los
ovocitos incubados solo un tercio alcanza el estadio de mérula o blastocisto y de estos
menos del 50% sobreviver a la crioconservacion (Shamsuddin er af,, 1993). Galli y
Lazzari (1996) reportan variaciones de 9.1 a 23.2% de embriones congelables y
desarrollados in virro hasta al dia 6 postfertilizacidn. También reportan de un 60 a 70%
de prefiez con embriones congelados y producidos in vitro. En contraste con la mayoria
de los reportes, donde los indices de prefiez con embriones producidos in vitro vana de
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20 a 40%, lo que no se comsidera redituahle para la aplicacion practica de la técnica. El
aspecto mas delicado ea la produccion de embriones i vira es el cultivo. Se espera que
los estudios metabSlicos que se estan llevando a cabo, generen nuevos conocimientos
acerca de esta &rea, ya que en las condiciones actuales soko e 5 0 10% de los ovocitos

colectados llegan a desarrollarse hasta un becerro vivo, y estos resultados son atribuibles
solo a los laboratorios donde los trabajos son exitosos.



CONCLUSIONES

Debido a las condiciones iniciales, los objetivos planteados no s¢ lograron totalmente,

Sin embargo, los avances se consideran significativos.

El inviernc fue la mejor época en cuanto a cantidad de ovocitos por ovario s¢ refiere;
mientras que para calidad, el invierno y la primavera fueron similares. Sim embargo,
ademas de estos dos factores evaluados, la condicion fisica y el estado de salud de los
animales son importantes para el 6ptimo aprovechamiento del potencial reproductivo
de los animales.

Los resultados obtenidos en los procesos de MIV y FIV, indican que el criterio
morfologico establecido para la seleccion de ovocitos puede ser incompleto.

Los factores no controlados en la recuperacién de ovarios de los mataderos, tales
como hormonales, sanitarios y/o nutricionales, pueden influir en la calidad de los
ovocitos obtenidos para la MIV y FIV,

Aunque algunos autores mencionan que el estado fisiologico, inflrye en la calidad de
los ovocitas recuperados, ¥ sobre los indices de MIV y FIV; en el presente trabajo no
los porcentajes en cuanto a cantidad y calidad de ovocitos obtenidos s¢ refiere durante
la gestacion, fueron estadisticamente iguales a los obtenidos de animales vacios. Por
lo tanto, Ia recuperacion de ovocitos puede realizarse en cualquier etapa del cxk
reproductivo.

Es evidente que se precisa una seric de mejoras en [a tecnofogia para conseguir que
el desarrollp embrionario in vitro se efectie con la misma facilidad que en el oviducto,
¥ Yue permitan la costeabilidad y expansion de estas técnicas en BB préctica ganadera,
como hasta ahora ko ha sido la IA.



El desarrollo de embriones bovinos MIV y FIV hasta ¢] estadio de blastacisto ba sido
posible bajo condiciones de cultivo variadas; existen también grandes diferencias en
la calidad de los blastocistos de acuerdo a b morfologia, mimero de céhulas y
viabilidad despugs de la crioconservacion

Considerando que tanto el suero como la utilizacion de céhilas somiticas (co-Cultiva)
eu la produccion de embriones in vifro, representan un riesgo sanitario, es DeCesari
crear un medio libre de estos elementos para desarrollar embriones i vitro hasta el
estadio de blastocisto.

El tiempo entre coleccion de ovarios e incubacion de ovocitos, puede mfluir
significativamente en los indices de desarrollo embrionario. Por esto, se precisa la
reduccion de este factor, asi como el estricto control térmico tanto en ¢l manejo de los

ovarios como de los gametos abtenidos durante todo el proceso.

Una causa importante a considerat, ¢n lo referente a kos bajos indices de fertilizacion
obtenidos, puede ser la maduracidn incompleta o la vejez de los ovocitos cultivados,
Se precisa consiklerar rutinariamente las caracteristicas indicativas de este evento.

El becho de obtener altos porcentajes de maduracion im vitro y pobre indice de
desarrollo embrionario, indica que los medios mo son los adecuados para soportar el

incremento celular de los embriones.

Una meta de cualquier empresa ganadera, ¢s ¢l incremento en la productividad anumal,
por 1o cual se precisa la aplicacidn de las herramientas que ayuden s lograrla.

Un factor importante en las estrategias para ¢l mejoramicnto animal, es la recuperacion
de ovocitos de animales vivos combinada con la FIV, As{, se incrementa la posibilidad
de balancear la calidad de los embriones creados in vitro con los costos de produccion.
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