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Resumen-Resumo-Abstract

Titulo: OPTIMIZACION DEL METODO DE RECUPERACION DE OVOCITOS PARA LA
FECUNDACION /N VITRO

La produccion de embriones in vitro es una de las biotecnologias con mayor potencial
aplicativo en la produccién bovina. Sin embargo, este proceso sélo permite obtener el
30-40% de blastocistos de los ovocitos utilizados, lo que demuestra ser poco eficiente
para su empleo a escala comercial. Dentro de los multiples factores causales, la
cantidad y calidad de los ovocitos empleados representa uno de los principales
elementos a tener en cuenta. Por ello, en el intento de optimizar el método de
recuperacion de ovocitos de ovarios procedentes de animales sacrificados en el
matadero para la fecundacién in vitro, se consideré que factores como la técnica de
recuperacion de ovocitos, la aptitud productiva, la fase del ciclo estral, la edad y el peso
de los ovarios pueden influir en la cantidad y calidad de ovocitos. Para tal fin, hemos

utilizado cuatro ensayos.

El objetivo del primer trabajo fue determinar la eficiencia en la obtencién de ovocitos a
partir de ovarios procedentes de hembras bovinas sacrificadas en matadero, segun su
aptitud productiva y en funcién de la técnica utilizada. Se recogieron los ovarios de un
matadero de la provincia de Lugo durante los meses diciembre 2010 hasta febrero
2011. Los ovarios fueron divididos en dos grupos: Grupo | (n=180), ovarios procedentes
de animales de aptitud cérnica y Grupo Il (n=180), ovarios procedentes de animales de
aptitud lechera. Cada grupo de ovarios se volvid a dividir al azar en dos grupos, en los
que se aplicd una técnica diferente de recuperacion de ovocitos (slicing o aspiracidn).
La clasificacién de los ovocitos recolectados se realizé en funcién del numero vy
compactacién de las células del cimulo, asi como del grado de homogeneidad y color
del citoplasma, estableciendo cinco categorias (A, B, C, D y E). Se recuperaron una

media de 6,4+2,4 y 11,2+4,3 ovocitos mediante las técnicas de aspiracién vy slicing,
XXVii
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respectivamente (P<0,05). Asi también, el mayor niumero de ovocitos de calidad
superior fue recuperado por la técnica de slicing (63%) que por la de aspiracion (47%).
A pesar de que el procedimiento de slicing parecia ser mdas lento, esta técnica
aumentaba la eficiencia del proceso, ya que se obtenia un mayor nimero de ovocitos
de calidad superior por unidad de tiempo. Por otro lado, la aptitud productiva de los
animales no presentd ninguna influencia sobre la recuperacién de ovocitos, ni en la

cantidad ni en la calidad.

Después de haber comprobado que la técnica de slicing resultaba ser la mas adecuada
para la recuperaciéon de ovocitos en nimero y calidad, se disefid el ensayo 2 para
determinar la posible influencia del peso de los ovarios, de la aptitud productiva y de la
fase del ciclo estral sobre la recoleccidon de ovocitos. Para lo que, se recuperaron 105
pares de ovarios durante los meses de febrero y marzo 2011, en un matadero local de
la provincia de Lugo. Los pares de ovarios se separaron segln la aptitud productiva del
animal (carne o leche), y posteriormente en funcion de la fase del ciclo estral (lutea o
folicular). Los ovocitos fueron obtenidos por la técnica de slicing y clasificados en las

cinco categorias ya mencionadas.

En esta experiencia se observé que el peso ovarico influia en todos los pardmetros
evaluados, por lo que se incluyé en el modelo como cofactor para eliminar efectos
confusores. Los resultados de este estudio indicaron que la fase del ciclo estral no
afectaba al ndmero ni la calidad de ovocitos recuperados. Asi mismo, la aptitud
productiva tampoco ejercié influencia alguna en la produccién de ovocitos, ni su

interaccion con las fases del ciclo estral.

El ensayo 3 fue desarrollado para conocer la influencia de la edad y de la fase del ciclo
estral de los animales sobre la recuperacién de ovocitos, para lo cual se utilizaron los
datos proporcionados por el Servicio Veterinario Oficial del matadero, agrupandose a

los donantes en dos grupos: de 7-12 meses (novillas) y 224 meses (adultas)). Este

XXviii



Resumen-Resumo-Abstract

estudio fue realizado exclusivamente en animales de razas carnicas, ya que, en el
matadero en el que se realizé el estudio no se sacrificaban hembras jévenes de aptitud
lactea. Para este ensayo fueron pesados 109 pares de ovarios, y mediante la técnica de
slicing se recuperaron 3100 ovocitos, para luego ser clasificados en las distintas
categorias. El niumero total de ovocitos recuperados fue mayor en novillas que en
adultas con 29,3 vs 25,0 respectivamente, sin embargo no se apreciaron diferencias si
solo considerdbamos los ovocitos de categoria superior. La fase del ciclo estral y sus

interacciones no influyeron en el nimero y la calidad de los ovocitos recuperados.

El objetivo del ensayo 4 fue relacionar el didmetro del ovocito con la edad de las
donantes de ovarios. La recogida de ovarios fue realizada sistematicamente una vez
por semana durante los meses de marzo y abril 2012. Se recolectaron ovarios con el
mismo procedimiento del tercer ensayo. Una vez clasificado los ovocitos se escogieron
al azar 20 unidades para novillas y 30 para adultas y, a continuacion, se midié el
didmetro mediante un microscopio provisto de ocular graduado. En todas las
categorias (A, B, C, Dy E) el diametro de los ovocitos en vacas adultas era superior a los

de novillas, siendo en promedio 139,1um y 129,5um respectivamente.

A modo de resumen global de los cuatro ensayos, a la hora de elegir ovarios
procedentes del matadero seria mas eficiente: elegir aquellos de mayores dimensiones
(peso), puesto que se obtienen mayores rendimientos en cantidad y calidad de
ovocitos. No es necesario tener en cuenta ni la fase del ciclo estral ni la aptitud
productiva de las donantes puesto que no influyen en la recuperacién de ovocitos. Por
otro lado seria recomendable realizar la técnica slicing ya que resulté ser mas eficiente

que la técnica de aspiracion.

A priori debemos considerar que se pueden emplear hembras jévenes sacrificadas en
matadero como donantes de ovocitos ya que no parece influir en el rendimiento del

proceso. Ademas, a pesar de que el didmetro de los ovocitos recuperados en las
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hembras jovenes es inferior al de las vacas adultas, su tamafo es superior a las cifras
consideradas como limite para asegurar su competencia. Sin embargo, y a falta de
estudios mds profundos, parece viable emplear hembras jovenes en la produccién in
vitro de embriones bovinos.

Palabras clave: recuperacién ovocitos bovinos, aptitud productiva, fase ciclo estral,
peso ovarico, didmetro ovocitario.
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Resumo

OPTIMIZACION DO METODO DE RECUPERACION DE OVOCITOS PARA A
FECUNDACION IN VITRO

A producidon de embridns in vitro é unha das biotecnoloxias con maior potencial de
aplicacion na producién bovina. Non obstante, este proceso sé permite obter o 30-40%
de blastocistos dos ovocitos empregados, o que demostra ser pouco eficiente para a
sua utilizacion a escala comercial. Dentro dos multiples factores causais, a cantidade e
calidade dos ovocitos empregados representa un dos principais elementos a ter en
conta. Por iso, no intento de optimizar o método de recuperacion de ovocitos de
ovarios procedente de animais sacrificados no matadoiro para a fecundacién in vitro
considerouse que factores como a técnica de recuperacién de ovocitos, a aptitude
produtiva, a fase do ciclo estral, a idade e o peso dos ovarios poden influir na cantidade

e calidade dos ovocitos. Para tal fin, desefiaronse catro ensaios.

O obxectivo do primeiro traballo foi determinar a eficiencia na obtencién de ovocitos a
partires de ovarios procedentes de femias bovinas sacrificadas no matadoiro, segundo
a sua aptitude produtiva e en funcién da técnica empregada. Recolléronse os ovarios
dun matadoiro da provincia de Lugo durante os meses de decembro 2010 ata febreiro
de 2011. Os ovarios foron divididos 6 azar en dous grupos: Grupo | (n=18) ovarios
procedentes de animais de aptitude carnica e Grupo Il (n=18), ovarios procedentes de
animais de aptitude leiteira. Cada grupo de ovarios volveuse dividir 6 azar en dous
grupos, nos que se aplicou unha técnica diferente de recuperacién dos ovocitos (slicing
ou aspiracion). A clasificacion dos ovocitos recollidos realizouse en funcién do niumero
e compactacion das células do cimulo, asi como do grao de homoxeneidade e color do
citoplasma, establecéndose cinco categorias (A, B, C, D, E). Recuperaronse unha media
de 6,4+2,4 y 11,2+4,3 ovocitos mediante as técnicas de aspiracién e slicing,

respectivamente (P<0,05). Asi tamén, o maior nimero de ovocitos de calidade superior
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foi recuperado pola técnica de slicing (47%) que por a de aspiracion (64%). A pesares
de que o procedemento de slicing parecia ser mais lento, esta técnica aumentaba a
eficiencia do proceso, xa que se obtifia un maior nimero de ovocitos de calidade

superior por unidade de tempo.

Por outra banda, a aptitude produtiva dos animais non presentou ningunha influencia

sobre a recuperacién de ovocitos, nin na cantidade nin na calidade.

Despois de ter comprobado que a técnica de slicing resultaba ser a mais axeitada para
a recuperaciéon de ovocitos en numero e calidade, desefiouse o ensaio 2 para
determinar a posible influencia do peso dos ovarios, da aptitude produtiva e da fase do
ciclo estral sobre a recolleita de ovocitos. Para o que, recuperaronse 105 pares de
ovarios durante os meses de febreiro e marzo 2011, nun matadoiro local da provincia
de Lugo. Os pares de ovarios foron separados segundo a aptitude produtiva do animal
(carne ou leite), e posteriormente en funcién da fase do ciclo estral (IUtea ou folicular).
Os ovocitos foron obtidos pola técnica de slicing e clasificados nas cinco categorias

mencionadas no primeiro ensaio.

Nesta experiencia observouse que o peso ovarico influia en todos os parametros
avaliados, polo que se incluiu no modelo como cofactor para eliminar os efectos
confusores. Os resultados deste estudo indicaron que a fase do ciclo estral non
afectaba nin 6 nimero nin a calidade dos ovocitos recuperados. Asi mesmo, a aptitude
produtiva tampouco exerceu influenza algunha na produciéon de ovocitos, nin a sua

interaccion coas fases do ciclo estral.

O ensaio 3 foi desenvolvido para cofiecer a influenza da idade e das fases do ciclo estral
dos animais sobre a recuperacidén dos ovocitos, para o que se empregaron os datos
proporcionados polos Servizos Veterinarios oficiais do matadoiro, agrupandose as
donantes en dous grupos (de 7-12 meses (xovencas) y 224 meses (adultas)). Este
estudo foi desenvolvido exclusivamente en animais de razas carnicas, xa que, no
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matadoiro no que se realizou o estudo non se sacrificaban femias novas de aptitude
lactea. Para este ensaio foron pesados 109 pares de ovarios e mediante a técnica de
slicing recuperdronse 3100 ovocitos, para posteriormente ser clasificados nas distintas
categorias. O numero total de ovocitos recuperados foi maior nas xovencas que nas
adultas con 29,3 vs 25,0 respectivamente, non obstante non se apreciaron diferenzas
cando sé considerdbamos os ovocitos de calidade superior. A fase do ciclo estral e as

suas interacciéns non influiron no nimero e na calidade dos ovocitos recuperados.

O obxectivo do ensaio 4 foi relacionar o didmetro do ovocito coa idade das donantes
de ovarios. A recollida de ovarios foi realizada sistematicamente unha vez por semana
durante os meses de marzo e abril 2012. Recolléronse os ovarios co mesmo
procedemento do terceiro ensaio. Unha vez clasificados os ovocitos, escolléronse 6
azar 10 unidades de cada categoria e mediuse o diametro mediante un microscopio
provisto dun ocular graduado. En todas as categorias (A, B, C, D, E) o didmetro dos
ovocitos en vacas adultas era superior s das xovencas, sendo de media 139,1um vy

129,5um respectivamente.

A modo de resumen global dos catro ensaios, a hora de escoller ovarios procedentes
do matadoiro seria mais eficiente: escoller aqueles de maiores dimensidons (peso), xa
que se obtefien maiores rendementos en cantidade e calidade de ovocitos. Non é
necesario ter en conta nin a fase do ciclo estral nin a aptitude produtiva das donantes,
xa que non inflien na recuperacién dos ovocitos. Por outra banda, seria recomendable

realizar a técnica de slicing xa que resultou mdis eficiente que a técnica de aspiracion.

A priori debemos considerar que se poden empregar femias novas sacrificadas no
matadoiro como donantes de ovocitos xa que non parece influir no rendemento do
proceso. Ademais, a pesares de que o diametro dos ovocitos recuperados das femias
novas é inferior 6 das vacas adultas, o seu tamafio é superior as cifras consideradas

coma limite para asegurar a sUa competencia. Porén, e a falta de estudos mais
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profundos, parece viable empregar femias novas na producidn in vitro de embridns

bovinos.

Palabras clave: recuperacién ovocitos bovino, aptitude produtiva, fase ciclo estral,

peso do ovario, didametro ovocitario.
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ABSTRACT
OPTIMIZATION OF THE METHOD OF OOCYTE RETRIEVAL FOR IN VITRO FECUNDATION

The in vitro embryo production (IEP) is one of the most promising biotechnologies in
cattle. However, this process allows for only 30-40% of blastocysts from oocytes, which
proves not to be very efficient for use on a commercial scale. Among the multiple
causal factors, the quantity and quality of oocytes employees represents one of the key
elements to consider. Therefore, in an attempt to optimize the recovery method of
ovarian oocytes from animals slaughtered at the abattoir for IVF, we considered factors
such as oocyte retrieval technique, productive aptitude, phase of the estrous cycle, the
donor age and ovaries weight may influence the quantity and quality of oocytes. We
used four trials to this purpose.

The aim of the first study was to determine the number and quality of recovered
oocytes from bovine ovaries obtained at a northwest of Spain’s slaughterhouse
according to its productive aptitude and depending on the technique of oocytes
collection. Ovaries were collected during December 2010 to February 2011. They were
randomly divided into two groups upon its productive aptitude: Group |, 180 ovaries
from beef cattle, and Group II, 180 ovaries from dairy. Each group of ovaries was again
divided according to technique of oocyte collection (slicing or aspiration) to be used.
Classification of collected oocytes was based upon the number and compactness of
their cumulus cells, and the uniformity and color of cytoplasm: A, B, C, D and E (A and B
as superior and C, D and E as inferior quality). Slicing yielded significantly (P<0,05) more
total oocytes/ovary 11.2 + 4.3 than by aspiration 6.4 + 2.4. In the same way, superior
quality oocytes were recovered by slicing technique than aspiration (63% vs 47%
respectively). Although the slicing procedure seemed to be slower, this technique
increased the efficiency of the process because it was obtained a greater number of
higher quality oocytes per unit time. The productive aptitude of the animals had no
influence on the recovery of oocytes.

After checking that the slicing technique proved to be the most suitable for the
recovery of oocytes, test 2 was designed to determine the possible influence of the
weight of the ovaries, the productive aptitude and the phase of estrous cycle on oocyte
retrieval. We studied in 105 pairs of ovaries recovered during the months of February
and March 2011. They were separated according to the productive aptitude (meat or

milk), and then by the moment of the estrous cycle (luteal or follicular). Oocytes were
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obtained by the technique of slicing and classified in five categories mentioned above.
In this experiment, it was observed that the ovarian weight influenced all parameters
evaluated, so it was included in the model as a cofactor to eliminate confounding
effects. The results of this study indicated that the phase of the estrous cycle did not
affect the number or quality of oocytes retrieved, neither their interactions with
productive aptitude.

Test 3 was developed to determine the influence of donor age and stage of the estrous
cycle of animals on oocyte retrieval. We used data provided by the Official Veterinary
Service slaughterhouse and donors were grouped into two: 7-12 months (heifers) and 2
24 months (adults). This study was conducted exclusively in beef breed animals. From
109 pairs of ovaries were recovered 3100 oocytes using slicing technique, later they
were classified into 5 categories (the same from above essays). The total number of
oocytes obtained was higher in heifers than in adults with 29.3 vs 25.0 respectively, but
there was no difference if we considered only superior quality. The estrus cycle and its
interactions did not influence the number and quality of oocytes recollected.

The objective of Test 4 was to relate the diameter of the oocyte with the age of the
donors of ovaries. Collection of ovaries was performed systematically once a week
during the months of March and April 2012. Ovaries were collected with the same
method of the third test. Once classified the oocytes were randomly selected 10 units
of each class and diameter was measured using a microscope with graduated eyepiece.
In all categories (A, B, C, D and E) the diameter of oocytes in adult cows was higher
than those of heifers, averaging 139.1um and 129.5um respectively.

As an overall summary of the four trials, when choosing from the abattoir ovaries
would be more efficient: choose those of larger dimensions (weight) since higher yields
are obtained in quantity and quality of oocytes. There is no need to consider the stage
of the estrous cycle or productive capacity of the donor since there were no influences
on oocyte retrieval. On the other hand, it would be advisable to perform the slicing
technique because it was more efficient than the aspiration technique.

A priori we should consider that it can be employed heifers as oocyte donors since they
did not appears to influence in the process of performance. Furthermore, although the
diameter of oocytes recovered in young females is lower than adult cows, its size is
greater than the minimun considered as a limit to ensure competition. However, in the
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absence of further studies, employing young females seems to be viable for in vitro
production of bovine embryos.

Keywords: bovine oocyte retrieval, productive aptitude, estrous cycle phase, ovarian
weight, oocyte diameter.
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INTRODUCCION

El éxito de los programas de fecundacidn in vitro (FIV) se fundamenta en la calidad
y cantidad de los ovocitos empleados (Wang et al., 2009). Es por ello que el ovocito, y
su proceso de crecimiento y maduracidn, son estudiados de forma recurrente para
mejorar la eficacia de la producciéon de embriones mediante este procedimiento
(Merton et al., 2003). Sin embargo, no podemos olvidar que para la aplicacidn
comercial de esta técnica no sélo es importante obtener un numero elevado de
embriones, sino también mejorar la eficiencia reduciendo los costes de produccién
(Pfeifer et al., 2008).

Debe tenerse en cuenta que la calidad del ovocito condicionara la supervivencia
embrionaria, el establecimiento y el mantenimiento de la prefiez, el desarrollo fetal, y
hasta la aparicién de enfermedades en el animal adulto.

Es ampliamente aceptado que la capacidad de desarrollo se adquiere durante la
foliculogénesis (mientras el ovocito crece) y durante el periodo de maduracion del
mismo (Krisher, 2004). Por ello, para la produccién de embriones in vitro (PIV), la
prediccién del potencial de desarrollo (en la recoleccién) del ovocito es crucial para
realizar una eficaz seleccidon del mismo (Merton et al., 2003).

Tradicionalmente, se ha considerado que la morfologia del cimulo constituye el
método mds légico para clasificar la competencia de los ovocitos, debido a que las
células del cumulo componen un complejo metabdlico con funciones muy importantes
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para el ovocito (Sirard y Blondin, 1996). Las células del cimulo (CCs) forman una
asociaciéon intima con el ovocito. Estas poseen proyecciones citoplasmaticas
transzonales altamente especializadas que penetran a través de la zona pelucida
formando las uniones gap en sus puntos de unién con el ovocito (Gilchrist et al., 2008).
A esta estructura especial se le conoce como complejos cimulo ovocito (COCs).

Es bien conocido que las CCs nutren al ovocito hasta las ultimas fases de su
desarrollo (Krisher, 2004). Estos complejos estan involucrados en la formacion de la
zona pelucida, critica para el desarrollo de un ovocito capacitado para la ovulacién
(Krisher, 2004), y otras funciones importantes (Li et al., 2000; Shimada et al., 2003). Por
lo tanto, la comunicacion entre el ovocito y las células de cimulo que lo rodean es vital
para el desarrollo de un ovocito competente (Krisher, 2004).

La eficiencia del método de recoleccion y la clasificacion de los ovocitos
constituyen un prerrequisito importante para la produccion de embriones in vitro. Se
han descrito varios métodos de recoleccidn de ovocitos a partir de ovarios recogidos
en matadero, tales como la aspiracién del contenido folicular, la diseccion de foliculos y
el slicing (Gordon, 2003). Debe tenerse en cuenta que la técnica empleada para
obtener ovocitos de calidad deberia ser simple, rapida, econémica, que permita la
mayor recuperacion de COCs posible, y sobre todo deberia tener una repetibilidad
aceptable.

Sin embargo, no se puede olvidar que la calidad de los ovocitos se adquiere de una
forma progresiva durante el crecimiento folicular en el ovario. Por ello, muchos
trabajos sugieren que tanto la cantidad como la calidad y el potencial de desarrollo de
los ovocitos estan influenciados por varios factores bioldgicos y/o fisicos, algunos
internos y otros externos. Algunos de estos factores son el didmetro del ovocito, el
tamaiio folicular (Krisher, 2004), el nivel de atresia (Leibfried y First, 1979), el dia del
ciclo estral (Machatkova et al., 1996), el procedimiento de coleccién, la seleccion del
ovocitos (Merton et al., 2003), etc.

También algunos estudios aprecian diferencias en la produccién de ovocitos segun
la raza o aptitud productiva del animal. Lamentablemente, el estudio de la posible
conexion entre los factores externos y la cantidad/calidad de los ovocitos recuperados
no siempre es sencillo cuando se trata de embriones bovinos producidos a partir de
ovarios de matadero, en donde se desconocen los datos de las hembras donantes.

La edad de las hembras donantes de ovocitos también podria influir en la
capacidad y en la eficiencia de la PIV de embriones. Por un lado, existe gran interés en
la utilizacion de animales jovenes como fuente de ovocitos ya que asi se acorta el
intervalo generacional y se acelera la velocidad del progreso genético. Pero también,
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esta técnica tiene aplicaciones interesantes en los animales viejos, tanto en la
conservacién de recursos genéticos, como en reproduccion asistida de hembras con
valor genético, productivo o de especies en peligro de extincién (Armstrong, 2001).

43



REVISION
BIBLIOGRAFICA




Revision Bibliografica

REVISION BIBLIOGRAFICA

I.- DESARROLLO DEL FOLICULO Y DEL OVOCITO

Los ovocitos formados durante la vida embrionaria son almacenados en el ovario,
el cual tiene por funcién principal la de regular la utilizacion progresiva del stock de
estas células, asegurando que el crecimiento de los foliculos se produzca en forma
ciclica a lo largo de toda la vida reproductiva de la hembra y procurando garantizar que
su ruptura y la liberaciéon del ovocito se lleve a cabo cuando la oportunidad de ser
fecundado sea la mayor posible.

La mayor parte de las hembras de mamiferos nacen con una alta variabilidad en el
nuimero de foliculos y de ovocitos en el ovario que disminuyen rapidamente al
aumentar la edad y nunca son repuestos. La cantidad de foliculos y ovocitos que nos
podemos encontrar en una hembra bovina es altamente variable a través de todo el
periodo de su vida reproductiva (Ireland et al., 2011).

1.1 Desarrollo prenatal. Origenes

El desarrollo de los foliculos y los ovocitos en los mamiferos comienza durante la
etapa fetal (Erickson, 1966a). La dotacién completa de ovocitos presente en el animal
adulto tiene su origen en un tipo especial de células denominadas células germinales
primordiales (CGPs), que derivan de la masa celular interna del blastocisto en
desarrollo. Las CGPs se originan en concreto en el epitelio del saco vitelino y desde alli
migran hasta las crestas gonadales del mesonefros. Este esbozo o crestas gonadales, a
medida que el embrién se desarrolla, conformaran los futuros ovarios del animal
(Byskov y Nielsen, 2003).

Una vez completada la diferenciacion del ovario las CGPs se dividen por mitosis
muy activamente, quedando conectadas por puentes intercelulares y reciben el
nombre de ovogonias (Picton et al., 1998). Estas replican su ADN e inician la meiosis y
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sus cromosomas atraviesan las etapas de leptotene, zigotene y paquitene hasta llegar a
la etapa de diplotene de la profase de la primera division meidtica (profase I, metafase
I, anafase |, telofase 1). En este momento la meiosis se detiene y las ovogonias se
transforman en ovocitos primarios (Hardisty, 1978; Tokarz, 1978). Durante esta etapa
los ovocitos muestran una sensibilidad extrema, por lo que una gran parte de los
mismos degenera (Van Den Hurk y Zhao, 2005).

El ndmero de ovocitos asi formados durante el desarrollo fetal o neonatal
constituye el nimero maximo disponible de la hembra a lo largo de toda su vida
reproductiva (Skinner, 2005). Desde que la hembra nace hasta que alcanza la pubertad
todos sus ovocitos van a ser ovocitos primarios. En esta etapa hay crecimiento folicular
independiente de gonadotropinas pero no hay cambio en el estadio de meiosis del
ovocito.

El inicio de la meiosis coincide con el comienzo de la foliculogénesis. Cuando el
ovocito estd recién diferenciado se asocia con un grupo de células del estroma que
pasan a denominarse células foliculares (Van den Hurk et al., 1998) dando lugar a los
foliculos primordiales. Estas células somaticas precursoras de las células de la
granulosa (CGs) son de origen mesotelial y/o mesonéfrico (Van den Hurk et al., 1995) y
ya disponen de la capacidad de secretar esteroides con capacidad de jugar un rol
paracrino/autocrino importante en la formacién y/o funcién de las cuerdas ovigeras,
como también el desarrollo de la red ovarica vascular (Juengel et al., 2002).

Los foliculos inician el crecimiento como respuesta a estimulos intrinsecos de
naturaleza desconocida (Eppig, 2001). La activacién de los foliculos primordiales se
caracteriza por un cambio en la morfologia de las células de la granulosa, se
transforman de aplanadas a cubicas y su estructura externa sufre una reorganizacion,
de manera que se conectan con la superficie del ovocito a través de microvellosidades
(Brower y Schultz, 1982). Estos cambios determinan la transformacién de los foliculos
primordiales en primarios.

Las células de la granulosa comienzan a multiplicarse y el ovocito a crecer de forma
sincrénica y proporcional. El intercambio de sefales entre el ovocito y las células que lo
rodean resulta esencial durante el crecimiento y la diferenciacién de ambos. De modo
que el ovocito es responsable del crecimiento folicular asi como de la proliferacién y
diferenciacion de las células de la granulosa, mientras que éstas ultimas resultan
indispensables para el crecimiento, la diferenciacién y maduracién del ovocito (Matzuk
et al., 2002).

Hablaremos de foliculo secundario o preantral cuando del ovocito esta rodeado
por dos o mas capas de células de la granulosa (Driancourt, 1991). Durante esta etapa,
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el ovocito acumula vitelo y otra serie de componentes en su citoplasma. Pero ademas,
se forman también dos estructuras caracteristicas del foliculo: la teca interna y la zona
peliucida. Algunas células conjuntivas del estroma se organizan alrededor de la
membrana basal del foliculo comenzando a dibujar la teca interna. Ademas, diferentes
proteinas secretadas por el ovocito se disponen entre éste y la capa mas interna de
células de la granulosa, formando la zona pelucida (Driancourt et al., 1991; Van den
Hurk et al., 1998). La zona pelucida es una cubierta extracelular que rodeara a los
ovocitos en crecimiento, a los ovocitos ovulados y a los embriones durante sus
primeras etapas de desarrollo. Esta estructura proviene de la coalescencia de diversas
sustancias secretadas por el ovocito y por las células foliculares que lo rodean (Dunbar
et al., 1994). La zona pelucida tendra funciones muy diferentes entre las que destacan,
la fijacion de los espermatozoides de manera especifica de especie, el bloqueo de la
polispermia, evitar la dispersion de los blastdmeros surgidos durante la segmentacién,
facilitar el transporte a través del oviducto y proteger al embrién durante las primeras
etapas del desarrollo (Epifano y Dean, 1994; Wassarman y Albertini, 1994).

A medida que avanza el desarrollo folicular comienzan a surgir pequefas vesiculas
entre las células de la granulosa que mas tarde confluyen entre si formando una
cavidad unica denominada antro, coincidiendo con una activa multiplicacién de las
células de la teca. En este momento, el foliculo pasa a recibir la denominacion de
foliculo antral.

Los foliculos antrales tienen una estructura histolégica muy caracteristica: la teca
externa, la teca interna, la granulosa (separada de la teca por la membrana basal) y el
antro folicular. En el interior encontramos un ovocito rodeado de varias capas de
células que reciben la denominacién de cimulo. La capa mas interna del cimulo lleva
el nombre de corona radiada.

Los foliculos antrales son clasificados en diferentes categorias en funcién de su
tamafo: pequefios, medianos, grandes y preovulatorios; los dos ultimos reciben
también la denominacién de foliculo de Graaf. Las primeras etapas del desarrollo
folicular estan sometidas a control intrinseco vy, por lo tanto, son independientes de la
regulacion endocrina. No obstante, las etapas posteriores de la evolucidn folicular no
dependen solamente del control intrinseco, sino que estan principalmente reguladas
por las gonadotropinas hipofisarias (Wassarman y Albertini, 1994).

Una vez que el ovocito completa su crecimiento, al finalizar la etapa de foliculo
primario, adquiere la capacidad de completar la primera division de la meiosis. No
obstante, dicha capacidad y su posterior evolucidn hasta completar la maduracién sélo
se expresaran plenamente cuando se encuentra en el ambiente folicular (Jalabert et

49



Revisidn Bibliografica

al., 1991; Canipari, 2000). Por lo tanto el foliculo constituye un elemento esencial para
la maduracién del ovocito.

Se conoce la existencia de una intensa comunicacion entre el ovocito y las células
de la granulosa durante toda la foliculogénesis. La comunicacidn se establece a través
de una serie de prolongaciones citopldsmicas de las células de la granulosa que,
atravesando la zona peldcida, establecen uniones gap heterdlogas con la superficie del
ovocito (Hyttel et al., 1997), de tal forma que estos tipos celulares constituyen un
sincitio electrofisioldgico. En otras palabras, el ovocito madura a través de su capacidad
de inducir la multiplicacién de las células de la granulosa, su diferenciacién y la
regulacién de su actividad (Rothchild, 2003).

Por su parte, el fluido folicular constituye el ambiente bioquimico que rodea al
ovocito durante su crecimiento y diferenciaciéon (Edwards, 1974; McNatty, 1978; Eppig
et al., 2000; Hunter, 2000). El fluido folicular tiene una gran variedad de funciones:
bloqueo de la meiosis (Edwards, 1974; McNatty, 1978), proteccidon frente a la
proteolisis, extrusién durante la ovulacion (Espey, 1994), estimulacion de la motilidad y
de la reaccion acrosdomica (Dell'Aquila et al., 1997; Rodriguez et al., 2001; Wang et al.,
2001), asi como ejercer un efecto amortiguador frente a condiciones adversas (Gosden
et al., 1988; Nestler et al., 2007). El antro folicular es un compartimento avascular,
separado del estroma ovdrico por la pared folicular que constituye la barrera “hemato-
folicular” (Bagavandoss et al., 1983).

El fluido folicular es un trasudado procedente del plasma, pero ademas, contiene
diversos componentes especificos originados de la actividad secretora y metabdlica de
las células foliculares (Gerard et al., 2002) y su composicion varia de manera sustancial
a lo largo de distintas etapas de crecimiento folicular. El fluido contiene una gran
variedad de sustancias: electrolitos, proteinas, enzimas, factores de crecimiento,
citoquinas, hormonas proteicas y esteroides, sustratos energéticos y otros factores de
naturaleza aun desconocida.

Hay que tener en cuenta que la mayor parte de los foliculos formados estan
destinados a sufrir una degeneracién espontdnea, conocida como atresia folicular. Este
es un proceso apoptotico, controlado hormonalmente (Kaipia y Hsueh, 1997), que
conduce a la disminucion gradual de la reserva de ovocitos desde la vida fetal y que se
prolonga hasta la senescencia sexual (Hirschfield, 1991). Es decir, la poblacién de
foliculos presentes en el ovario tienen dos evoluciones posibles: muerte y
degeneracion a través de la atresia folicular o desarrollo completo hasta ovulacion, la
cual se realiza a partir de la pubertad.
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1.2. Desarrollo postnatal. Etapa prepuberal y puberal

Las hembras estan caracterizadas por una extrema variacidon en el nimero de las
células germinales, que van desde cero (esterilidad) a miles de ellas (Erickson, 1966b).
Esta enorme variacidon se mantiene a lo largo del desarrollo posterior del ovocito y a lo
largo de la vida del animal (Erickson, 1966b; Ireland et al., 2008).

Erickson (1966b) describié en la especie bovina, que los foliculos primordiales
permanecen estables (133 000 foliculos de promedio) hasta el cuarto afo de viday que
gradualmente disminuian hasta cero a los 15-20 anos de edad. Por su parte, los
foliculos antrales alcanzan un nimero maximo a los 6 meses de edad (promedio de 63
foliculos), disminuyendo cerca de la pubertad, manteniéndose constantes hasta 10-14
afios de edad y a partir de ese momento disminuyen progresivamente.

Il.- ULTRAESTRUCTURA, MADURACION Y REGULACION DEL OVOCITO
2.1. Ultraestructura

El ovocito experimenta notables cambios ultraestructurales durante su fase de
crecimiento. Esta fase de crecimiento incluye una serie de cambios de organelas e
inclusiones, asi como un periodo de transcripcidon del ovocito, que son necesarios para
que esta célula logre la capacidad de reanudar la meiosis y el correspondiente
desarrollo. Durante esta fase el didametro interior del gameto aumenta desde las 30 um
en el foliculo primordial a mas de 120 um en el foliculo terciario (Hyttel et al., 1997;
Otoi et al., 1997).

Por su parte, en el citoplasma del ovocito un nimero de organelas e inclusiones
como el complejo de golgi, reticulo endoplasmico liso (SER), gotas de lipidos vy
delimitadas vesiculas de membrana, se estan desarrollando gradualmente vy
sometiéndose a una dislocacion periférica. Aparecen ciertas estructuras especificas de
los ovocitos en el foliculo secundario como granulos corticales y de la zona pelucida.
También, hacia el final del crecimiento ovocitario aparece la cresta mitocondrial (Hyttel
et al., 1997). De esta manera, es obvio pensar que el didmetro del ovocito va
aumentando en relacién al incremento del nimero y tamafio de las organelas y las
inclusiones de su citoplasma.

La capacidad meidtica y de desarrollo del ovocito sélo serd posible después de un
periodo de transcripcidn para la sintesis de proteinas, para que puedan ser utilizadas
dentro del ovocito o para exportarlas fuera de la célula (Fair et al., 1996; Hyttel et al.,
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1997). El nucléolo constituye el lugar de transcripcion del ARNr y consecuentemente la
sintesis de subunidades ribosomales. La transcripcidn del ovocito incluyendo la funciéon
nucleolar (sintesis de ARNr) es activada en el foliculo secundario y es mantenida hasta
gue el ovocito alcance alrededor de 110 um de didmetro en un foliculo terciario de 3
mm. En un didmetro de 100 a 110 um el ovocito, gradualmente, logra la capacidad de
llevar a cabo la maduracidon meidtica y mantener el desarrollo embrionario.

En el foliculo dominante el ovocito experimenta mas modificaciones estructurales
y realiza una total capacidad de desarrollo mediante un proceso llamado
“capacitacion”. La maduracion final del ovocito hasta metafase Il después de la
estimulacién por la LH al foliculo ovulatorio es el final del proceso previo y equipa al
ovocito con un comportamiento cromosomal haploide y al aparato celular bioldgico
especializado para la fecundacion y el desarrollo temprano del embrién (Hyttel et al.,
1997).

Los ovocitos adquieren las capacidades de desarrollo en forma secuencial durante
el crecimiento folicular (Telford et al., 1990). Asi, a lo largo del desarrollo del ovocito,
las células foliculares proporcionan el apoyo fundamental para proveerle de nutrientes
y factores de crecimiento que aseguran su progresion a través de la prolongada fase de
crecimiento. En compensacion, los ovocitos promueven activamente el desarrollo y
diferenciacidn de las células foliculares (Picton et al., 1998).

En el foliculo primordial y primario la comunicacidn entre el ovocito y las células
de la granulosa estdn aparentemente mediadas mediante vias endocitéticas como lo
sefialado por abundantes fosas y vesiculas revestidas que presenta el ovocito (Fair et
al., 1997). Esta mutua cooperacion, permite al ovocito alcanzar la capacidad meidtica
(habilidad de llevar a cabo una maduracidon meiética completa) en los inicios del estado
antral del foliculo en crecimiento (Telford et al., 1990). Finalmente, el reinicio de la
meiosis en ovocitos maduros produce gametos haploides capaces de apoyar el
desarrollo embrionario temprano (Picton et al., 1998).

En el ciclo ovarico normal de hembras post puberes, la competencia total del
ovocito es adquirida durante la fase final de crecimiento del foliculo preovulatorio bajo
la influencia de una onda de hormonas gonadotrépicas hipofisiarias (FSH y LH),
provocadas por las sefiales de retroalimentacion positiva del foliculo maduro que actua
sobre el eje hipotdlamo—hipdfisis. Ademas de provocar la reanudacion y finalizacién de
la meiosis, la onda induce el aumento de las etapas finales de maduracidn citoplasmica
de ovocitos (capacitacidon) necesarias para el pleno desarrollo del huevo ovulado,
completamente maduro (Armstrong, 2001).
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2.2. Maduracion y regulacion del ovocito: nuclear, citoplasmatica y molecular

La maduracién del ovocito esta comprendida entre el primer y el segundo bloqueo
meiotico (Albarracin, 2005). Cuando nace una hembra sus ovocitos estan bloqueados
en la fase G2 de la profase de la primera division meidtica (Wassarman y Albertini,
1994), mientras que para que sea fecundada tiene que reiniciar y completar la meiosis.
Entonces, la maduracién se adquiere progresivamente durante el crecimiento folicular
y ovocitario, y se encuentra asociada a una serie de cambios nucleares, citoplasmaticos
(Pavlok et al., 1992; Eppig, 1996) y moleculares (Sirard et al., 2006) que permiten al
ovocito ser ovulado y fecundado. Cuando esto sucede, la fecundacién induce la
reactivacién del ovocito que provocard la salida del segundo blogueo meidtico
(Albarracin, 2005; Sirard et al., 2006).

En la vaca se ha observado que la capacidad meidtica estad relacionada con el
tamanfio folicular (Lonergan et al., 1994; Fair et al., 1995). El tamafio medio de los
foliculos que contienen un ovocito con capacidad para experimentar la maduracion
nuclear oscila entre 2 y 3 mm, mientras que los que contienen ovocitos que han
completado la maduracidn citoplasmica se sitla alrededor de los 6 mm. Aunque
también se ha comprobado que ambas capacidades (nuclear y citoplamatica) se van
incrementando en la medida que lo hace el didmetro folicular (Leibfried y First, 1979).
Por el contrario, aquellos foliculos inferiores a 2 mm o los ovocitos corticales no
adquieren totalmente la capacidad meidtica. De hecho algunos ovocitos son capaces
de realizar una meiosis parcial llegando hasta metafase |, pero pocos son capaces de
llegar a metafase Il y, menos aun, de desarrollarse hasta el estadio de blastocisto
(Arlotto et al., 1996).

Por lo tanto, la maduracién del ovocito comporta los siguientes acontecimientos
clave: la maduracién nuclear (reactivacion de la meiosis hasta alcanzar la metafase ll),
la maduracién citoplasmica (adquisicion de la capacidad de ser fecundado y
desarrollarse hasta blastocisto), y la maduracién molecular (Sirard et al., 2006). A
continuacién veamos cada uno de ellos.

Los principales cambios nucleares incluyen la ruptura de la vesicula germinal
(GVBD) (Edwards, 1965; Richard y Sirard, 1996a), condensacién cromosémica y
progresion a metafase | (Ml), extrusion del primer corpusculo polar y bloqueo en la
metafase de la segunda division meidtica (Mll).

Debe tenerse en cuenta que in vivo el reinicio de la meiosis esta provocado por el
pico preovulatorio de LH. Sin embargo, in vitro el reinicio de la meiosis y la maduracién
tienen lugar de manera espontdnea después de retirar fisicamente al ovocito del
foliculo (Moor, 1988; Fulka et al., 1998).
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La observacion del primer corpusculo polar constituye la sefial de maduracién
nuclear del ovocito o reinicio de la meiosis. Esta puede ser visualizada mediante
microscopio por la extrusién del primer corpusculo polar o con colorantes especificos
para tefir la metafase. Se cree que el reinicio de la meiosis es consecuencia de la
ausencia de algun inhibidor folicular (Richard y Sirard, 1996b).

En vacuno, los ovocitos adquieren la capacidad de llegar a metafase cuando
alcanzan su tamano maximo en el foliculo en crecimiento y justo antes de la formacién
del antro (Fair et al., 1995). En algunas especies, la capacidad de llegar a Ml se adquiere
antes de la capacidad de llegar a metafase Il (Hampl y Eppig, 1995), pero en la vaca, las
dos parecen adquirirse al mismo tiempo, sin embargo, la escasez del activador del ciclo
celular puede provocar su detencion en metafase | (Sirard et al., 1998), lo que sugiere
que las dos capacidades requieren moléculas distintas.

La maduracion citoplasmica del ovocito se caracteriza por una serie de cambios
funcionales que juegan un papel importante en la fecundacidn y los estadios siguientes
de desarrollo embrionario preimplantacional (Albertini et al., 2003), entre los que
podemos destacar los siguientes:

e remodelacién de la cromatina y del citoesqueleto del ovocito en
estados criticos de la foliculogénesis cuando los gametos y las células
somaticas se comunican por mecanismos paracrinos y de unién (Albertini et al.,
2003).

e acumulo de reservas lipidicas constituidas por triglicéridos vy
fosfolipidos. Los primeros actian como reserva de energia para la maduracién
del ovocito y su respectiva fecundacién (Ferguson y Leese, 1999), y durante el
desarrollo embrionario antes de la implantacion (Ferguson y Leese, 2006). Por
su parte, los fosfolipidos son componentes de las membranas celulares, por lo
que su demanda se incrementa durante los sucesivos ciclos celulares que
sufren los blastdmeros a lo largo de la segmentacion (Pratt y George, 1989).

e adquisicion de la capacidad de desarrollar una reaccidn cortical efectiva
inmediatamente después de la fecundacion (McEvoy, 1999).

e adquisicion de la capacidad para liberar Ca™, sefal intracelular
empleada tras la fusiéon con el espermatozoide para estimular el final de la
meiosis y el inicio de la embriogénesis (Carroll et al., 1996; Cheung et al.,
2000).

e acumulacion de diferentes componentes necesarios para el desarrollo
embrionario, fundamentalmente ARNm y proteinas (Picton et al., 1998). Estas
sustancias son indispensables para dirigir la maduracién del ovocito, la
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fecundacion y el desarrollo embrionario temprano, siendo necesarias, incluso,
hasta la etapa de blastocisto (De Sousa et al., 1998).

Durante la maduracién citoplasmatica existe una reorganizacion de las organelas
(Hyttel et al., 1986), comienza la sintesis de proteinas especificas (Sirard y Blondin,
1996; Wu et al., 1996) y se produce un incremento de la actividad de las quinasas,
iniciandose complejas cascadas de fosforilacion y desfosforilacion de proteinas
especificas que involucran a numerosas quinasas. Se cree que estas cascadas de
fosforilacién activan moléculas reguladoras nucleares y ovoplasmaticas. Todos estos
aspectos determinan que la maduracién citoplasmatica del ovocito no pueda ser
observada por técnicas sencillas, pero que pueda ser indirectamente evaluada
valorando la capacidad del ovocito para ser fecundado y desarrollarse in vitro hasta el
estadio de blastocisto (Albarracin, 2005).

La maduracién molecular se considera un tercer tipo de maduracién ovocitaria
caracterizada por un proceso de acumulacidn de moléculas especificas, en su mayoria
no identificadas, que capacitan al ovocito para eventos post-fecundacién. De la
mayoria de ovocitos que llevan a cabo una normal maduracidn nuclear y citopldsmica
tan sélo un subconjunto de ellos se desarrollara hasta la fase de blastocisto. La
diferencia entre la capacidad de desarrollo del ovocito capacitado de otro no
capacitado esta relacionada con la fase de diferenciacion del foliculo original y estas
diferencias no son siempre visibles en el ovocito a nivel ultraestructural. En la
actualidad, la hipdtesis mas aceptada es que los ARNm especificos y posiblemente
algunas proteinas son producidos y anadidos a las reservas del ovocito en los ultimos
dias antes de la ovulacidn, por lo que, estos Unicos “capacitadores” otorgarian al ovario
la ultima palabra en los resultados de la ovulacién alterando la capacidad de desarrollo
del gameto producido (Sirard et al., 2006).

Instrucciones especiales que provienen del medio folicular y que son acumuladas
en el ovocito, son esenciales para promover una apropiada cascada molecular para la
activacidon gendmica embrionaria y de desarrollo hacia la fase de blastocisto. En vista
de que no ha sido identificada ninguna discrepancia clara asociada a los primeros dos
tipos de maduracién ovocitaria para responsabilizar las capacidades de desarrollo, se
cree que la maduracién molecular representa la asociacion mas cercana con la
capacidad intrinseca de un ovocito para alcanzar el estado de blastocisto vy
probablemente influya en su desarrollo posterior (Sirard et al., 2006).

A modo de resumen, podemos mencionar que desde que nace la hembra tiene sus
ovarios funcionales. El crecimiento folicular surge en la etapa postnatal a las 2-3
semanas de edad, es decir existe foliculogénesis pero los foliculos crecen hasta un
determinado momento y llegando este punto (8 mm) dejan de crecer, se atresian, y
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otros foliculos empiezan a crecer. Durante la etapa prepuberal el crecimiento folicular
no es completo y la cantidad de estrégenos es baja. En esta etapa, el centro ténico
hipotalamico es muy sensible a los pocos estrégenos gonadales que actlan sobre él
mediante retroalimentacion negativa generando una escasa produccién de GnRH y por
lo tanto de LH.

lll. LA PUBERTAD

La pubertad es un evento de singular importancia en la vida reproductiva de una
hembra bovina. Viene a ser el periodo reproductivo caracterizado como la culminacion
de una serie de eventos cuyo resultado es la primera ovulacién acompafiada de signos
de celo y una funcién latea normal (Moran et al., 1989). Por lo tanto, tiene importantes
implicaciones zootécnicas y econdmicas, debido a que define el periodo productivo del
animal con consecuencias inmediatas en la eficiencia reproductiva de la granja.

3.1. Etapa prepuberal - puberal

La pubertad es el resultado de la interaccién dindmica entre factores genéticos y
estimulos medioambientales, que conducen a alcanzar la capacidad reproductiva. Asi,
se producen cambios bastante complejos en la secrecidn hormonal desde la etapa
prepuberal a la etapa puberal, muchos de estos, aun desconocidos (Meza-Herrera et
al., 2009). Antes de la pubertad la secrecion de GnRH es baja y a medida que se
aproxima esta etapa, la amplitud de los pulsos se incrementa. Por lo tanto, las
concentraciones de hormonas gonadotropicas, FSH y LH, se incrementan gradualmente
durante la pubertad, estimulando el crecimiento y la maduracién de los foliculos, asi
como la produccion de estrégenos por los ovarios (Huffman et al., 1987; Apter, 1997;
Terasawa, 2005).

En vacunos y ovinos, la pubertad esta frecuentemente precedida por varios ciclos
estrales de corta duracidn que pueden, o no, estar acompafnados de ovulacién y celo
del animal (Kinder et al., 1987; Foster y Jackson, 1994). Esto suele dar lugar a periodos
de elevacién de la progesterona de duracién variable (Berardinelli et al., 1979;
Berardinelli et al., 1980), a eso se le denomina etapa prepuberal y suele estar asociada
con irregularidades de la conducta sexual (Garcia y Limia, 1998).

Para considerar la etapa puberal es necesario que se produzca la regresidn de la
estructura latea inicial, y con ello la disminucion de la progesterona, lo que provoca en
una serie de cambios hormonales indicadores de la fase folicular. Esta fase va
precedida de un aumento de LH y estradiol, y culmina en un segundo aumento mas
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alto de LH (Day y Anderson, 1998) denominado pico de LH. Desde un punto de vista
endécrino, la plena capacidad funcional del eje hipotdlamo — hipdfisis — ovarios se
alcanza en el momento que el animal alcanza el pico LH (Day y Anderson, 1998).
Aunque este periodo implique que pueda tener una gestacidon no coincide con que la
hembra esté adecuadamente preparada para la reproduccién, ya que podria verse
afectado el crecimiento corporal del animal (Faure y Morales, 2003).

La edad a la primera cubricidn y la edad a la concepcidn constituyen los principales
determinantes de la productividad de la hembra. Por lo que, la edad a la pubertad es el
factor mds importante que condiciona el primer periodo reproductivo de la hembra
(Day y Anderson, 1998). Si bien es cierto que, econédmicamente interesa que la hembra
sea capaz de soportar el mayor nimero de gestaciones, también lo es que exista un
equilibrio entre las necesidades de crecimiento y las necesidades de su propio feto en
desarrollo, de tal manera que, el organismo tendria que decidir a dénde irian los
nutrientes que ingiere, inclindndose su preferencia por cubrir las necesidades del feto.

3.2. Mecanismos de regulacién

El transito de la fase prepuberal a la puberal incluye cambios significativos en la
funcién del eje hipotalamo-hipodfisis-gonadas (HHG) (Meza-Herrera et al., 2009)
determinado por sefales que provienen del estado metabdlico del animal (Garcia y
Limia, 1998). Para que este eje logre funcionar como un sistema, necesita que cada uno
de sus componentes alcance la capacidad de funcionar antes de la pubertad. Esto
indica que, el hipotalamo mediante la liberacién apropiada de GnRH estimule a la
hipdfisis la sintesis y secrecion adecuada de gonadotropinas, LH y FSH, en forma de
ondas pulsatiles o preovulatorias, capaces de estimular a los ovarios quienes
secretaran estradiol en niveles suficientes como para inducir la liberacién de picos de
LH vy, de esta forma, provocar la ovulacion (Day y Anderson, 1998).

El retraso en la aparicién de la pubertad suele ocurrir por factores como la
subnutricion (Schillo et al., 1992), fotoperiodo inhibitorio (Foster et al., 1985) o
condiciones metabdlicas adversas, los cuales restringen el efecto de retroalimentacién
negativa del estradiol y consecuentemente disminuyen la secrecién de niveles de LH.
Por lo que, una pubertad retardada en el tiempo puede deberse a cualquier demora en
el aumento de la secrecidn de LH (Foster et al., 1985; Schillo et al., 1992).

En rumiantes existe un incremento en la actividad gonadotrépica en la etapa
temprana, posterior al nacimiento, la cual genera un incremento en el desarrollo de
foliculos antrales en el ovario. Parece que existen dos periodos distintos de mayor
desarrollo en los érganos reproductivos, desde la semana 2 a la 14 y nuevamente de la
34 a la 60 semana de edad o justo antes de la pubertad (Rawlings et al., 2003). La
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primera ovulacién en novillas esta precedida de un incremento gradual de la secrecién
pulsatil LH, que provoca un mayor desarrollo del foliculo antral y producciéon de
estradiol.

Una hembra prepuber se distingue a nivel reproductivo de una hembra adulta,
entre otras cosas, en el momento que tiene lugar un crecimiento folicular completo. En
las novillas el sistema endécrino reproductivo es capaz de funcionar a los 6 a 7 meses
de edad pero existe una amplia variabilidad. Asi, algunos estudios mostraron que las
novillas mostraban ciclos repetidos de fase lUtea entre los 6,5 a los 9 meses y luego
regresaban a anestro (Wehrman et al., 1996). Al parecer en estas novillas el eje
enddcrino reproductivo fue capaz de superar la inhibicidén del estradiol, lo cual condujo
a la aparicién de ciclos estrales precoces. Lo que si queda claro es que, la maduracién
del sistema enddcrino puede estar completa a los 6-7 m de edad pero su funcidn esta
restringida por la retroalimentacidon negativa del estradiol hasta los 11 a 14 m,
momento a partir del cual se anula la inhibicién y empiezan los ciclos estrales (Day y
Anderson, 1998).

IV. MADUREZ SEXUAL

En términos generales, la vaca es poliéstrica continta con ciclos que duran de 18 a
24 dias. El ciclo estral estd regulado por las hormonas del hipotdlamo (GnRH), la
hipdfisis anterior (FSH, LH), los ovarios (progesterona, estradiol, inhibinas) y el Utero
(prostaglandinas F,,, PGF). Estas hormonas y otros factores estimuladores e inhibidores
intrafoliculares (Roche, 1996) interactian mediante distintos mecanismos para
gobernar el ciclo estral bovino, la foliculogénesis y la rotacién de foliculos dominantes.

Cada ciclo estral estd constituido por dos fases: una fase lUtea, con una duracidn
de 14 a 18 dias y una fase folicular de 4 a 6 dias. La fase lutea es el periodo que sigue a
la ovulacion cuando el cuerpo luteo estd formado (frecuentemente repartido en dos
periodos denominados como metaestro y diestro). Por su parte, la fase folicular abarca
el periodo desde la desaparicion del cuerpo Iuteo (lutedlisis) hasta que se produce la
ovulacion (frecuentemente separados en periodos denominados como proestro vy
estro), durante esta fase sucede la maduraciéon y la ovulacién del foliculo dominante
ovulatorio (Forde et al., 2011).

4.1. Regulacién enddcrina y fases del ciclo estral

La GnRH regula la accién de las gonadotropinas LH y FSH, necesarias para la
funcién reproductiva, (Weck et al., 1998). La GnRH es un decapéptido cuyo control
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sobre el ciclo estral esta mediado a través de su accién sobre la hipdfisis anterior
(Conn, 1994). Su liberacién se produce en pulsos intermitentes con frecuencias y
amplitudes variadas segun el estado fisiolégico del animal. Después del transporte de
la GNRH desde el hipotdlamo hacia la hipdfisis, a través del sistema sanguineo porta
hipofisiario (Moenter et al., 1992), la GnRH se liga a su receptor proteico acoplado a la
proteina-G en la superficie de las células gonadotropas (Kakar, 1997). Esta union libera
calcio intracelular, lo que provoca la activacion de la fosfolipasa C, dando lugar a
aumentos de la proteina quinasa C (PKC) y a la proteina quinasa mitdgena activada
(MAPK). De esta forma el proceso culmina con la liberacién de la FSH y la LH desde los
compartimentos de almacén del citoplasma (Weck et al., 1998). Durante el ciclo estral
la FSH sdélo es almacenada en los granulos secretores del citoplasma por periodos
cortos, mientras que la LH lo hace por periodos largos (Farnworth, 1995).

Durante la fase folicular existe un ambiente basal de progesterona debido a la
regresion del cuerpo lateo (CL). El aumento de concentraciones de estradiol,
provenientes de la rdpida proliferacion del foliculo dominante (FD) preovulatorio,
concomitante con la disminucidn de las concentraciones de progesterona, provoca
picos de GnRH que inducen al animal a manifestar el comportamiento de celo
(Frandson et al., 2003). El pico preovulatorio de GnRH estimula una secrecidn
coincidente de LH y FSH (Sunderland et al., 1994). Sélo cuando la concentracién de
progesterona sérica sea basal y los pulsos de LH ocurran cada 40—-70 min durante 2-3
dias se producira la ovulacion del FD (Roche, 1996). La mayoria de estudios muestran
que la ovulacion ocurre a las 25 y 33 h después del inicio del celo y entre las 22 a 27 h
después del pico de LH. Sin embargo, otros autores han demostrado un retraso en la
ovulacidn de 38,5 h después del inicio del celo y de 29,4 h del pico de LH (Saumande y
Humblot, 2005).

La parte inicial de la fase Iutea es conocida como metaestro y dura de 3-4 dias.
Esta fase se caracteriza por la formacién del cuerpo Iuteo (CL) a partir del cuerpo
hemorragico. Después de la ovulacidon, la concentracidn de progesterona empieza a
incrementarse debido a la formacion del CL mediante un proceso Ilamado
luteinizacion, en el cual las células de granulosa y de la teca interna del foliculo ovulado
y luteinizado producen progesterona (Auletta y Flint, 1988; Niswender et al., 2000).
Esta hormona es importante para establecer y mantener la gestacion, regular la
longitud del ciclo estral, o controlar el momento de ovulacién (Smith et al., 1994;
Quintal-Franco et al., 1999; Forde et al., 2011).

La luteinizacion involucra la transicién de un foliculo preovulatorio hacia un cuerpo
IUteo altamente vascular capaz de secretar grandes cantidades de progesterona (Smith
et al., 1994). Las células de la granulosa se diferencian hacia células luteales grandes
mientras que las células de la teca a células luteales pequefias (O'Shea et al., 1986).
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Durante el ciclo estral bovino las células luteales pequefias incrementan en nimero
pero no en tamaio, mientras que las células luteales grandes sucede lo contrario, esto
es, incrementan en tamafo y no en niumero (O'Shea et al., 1989), por lo que la mayor
tasa de progesterona proviene de las células grandes (Alila et al., 1988). Por otro lado,
las células luteales pequefias estimulan la angiogénesis (Grazul-Bilska et al., 1991),
mientras que las grandes responden mejor a la accidn luteolitica de la PGF,, (Wiltbank
et al., 1990).

Un componente esencial para el desarrollo del CL constituye la captacidn de
suministro sanguineo mediante un nuevo lecho microcirculatorio que implica la
ruptura de la membrana basal folicular, migracion de las células endoteliales,
proliferacién de las mismas y desarrollo de la luz capilar. Este proceso esta regulado
por la interaccién de sustancias angiogénicas y antiangiogénicas, como el factor de
crecimiento vascular endotelial-A (VEGF A) y el factor basico de crecimiento
fibroblastico (FGF-2) (Smith et al., 1994; Reynolds et al., 2000; Schams y Berisha, 2004).

Durante la fase de diestro, la concentracion de progesterona permanece elevada
mientras que ondas sucesivas de desarrollo folicular contindan gracias a la liberacion
de FSH desde la hipdfisis anterior. Sin embargo, estos foliculos dominantes que crecen
durante la fase IUtea del ciclo estral no ovulan. La progesterona que domina la fase
Iutea del ciclo estral, mediante retroalimentacidon negativa, sélo permite la secrecion
de los pulsos LH de mayor amplitud pero de menor frecuencia, los cuales son
inadecuados para la ovulacién del foliculo dominante (Rahe et al., 1980; Walters et al.,
1984).

Al finalizar el periodo de diestro ocurre la lutedlisis. La concentracion de
progesterona disminuye debido a la regresidon o lisis del CL en respuesta a la secrecion
de PGF,, (Peterson et al., 1975) desde las células endometriales uterinas (Milvae et al.,
1996).

La lutedlisis consiste en la inhibicién de la esteroidogénesis y la induccidn de la
apoptosis, mediante el desencadenamiento de cascadas de sefializacién como el influjo
de calcio y activaciéon de endonucleasas (Niswender et al., 2000), para lo cual se
involucran hormonas como la prolactina; citoquinas como el Factor de Necrosis
Tumoral alpha (TNFa ), el Interferon gamma (IFNy ) y el Fas ligando (FasL); especies
reactivas de oxigeno (ROS), endotelina-1(E1) y la proteina 70 (HSP70) de choque
térmico (Olivera A et al., 2009)
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4.2. Dinamica folicular durante el ciclo estral

Un pilar fundamental para entender la dindmica folicular es el hecho de que el par
de ovarios actian como una sola unidad ya que la influencia del desarrollo folicular via
sistémica endocrina involucra a todas las partes del ovario y el dutero, las
gonadotropinas y sus receptores. En la actualidad es ampliamente aceptado que
durante el ciclo estral existen, normalmente, dos o tres oleadas de crecimiento
folicular, con formacidn de foliculos dominantes y subordinados que pasan a través de
las diferentes fases de crecimiento, estatica y de regresidn, cada una de las cuales
tienen caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas distintas (Adams et al., 2008).

El crecimiento folicular dependiente de gonadotropinas se produce en forma de
dos a cuatro ondas por ciclo estral, siendo las mas comunes las de dos a tres ondas
(Savio et al., 1988; Sirois y Fortune, 1988) (Fig. 1). Cada oleada de crecimiento involucra
el reclutamiento o emergencia de un grupo de foliculos, la seleccién del foliculo
dominante y la dominancia del mismo, seguido de la atresia de los foliculos o de la
ovulacion del foliculo dominante (Fortune, 1994; Forde et al., 2011). El foliculo
dominante recién ovulado coincide con la fase folicular del ciclo estral durante la cual
sucede la maduracion final del ovocito. Estas ondas de crecimiento folicular son
inicialmente establecidas durante el periodo temprano pre puberal y suceden a través
de todo el ciclo de vida (Forde et al., 2011).

Aunque todavia no se ha encontrado una influencia genética ni de la edad sobre el
numero de oleadas, se considera que la mayor parte de las vacas lecheras lactantes
tienden a presentar dos ondas foliculares por ciclo (Taylor y Rajamahendran, 1991;
Townson et al., 2002), al igual que las novillas de aptitud carnica. Sin embargo, las
novillas de aptitud lactea suelen presentar con mayor frecuencia tres oleadas de
crecimiento folicular por ciclo estral (Savio et al., 1988; Ginther et al., 1989). Una
repercusion a tener en cuenta es que las hembras con dos oleadas foliculares por ciclo
suelen tener ciclos mas cortos y ovulan foliculos mds grandes. Ademds ciertos autores
apuntan que estas hembras presentan una mayor probabilidad de envejecimiento de
los ovocitos, lo que podria afectar a su fertilidad (Townson et al., 2002).

La etapa de reclutamiento o emergencia de la oleada tiene una duracién de 2 a 3
dias y se caracteriza por el crecimiento simultdneo de un promedio de 24 (8-41)
foliculos sensibles a las gonadotropinas, cuyo didmetro inicial es de 4-6 mm (Ginther et
al., 1996; Evans, 2003). Cuando una cohorte de foliculos son detectados por ecografia
se constituye como el primer dia de la onda folicular, la cual se produce en los dias 2 y
11 del ciclo estral en animales con dos ondas, y en los dias 2, 9 y 16 para aquellos con
tres ondas (Sirois y Fortune, 1988). Toda emergencia folicular siempre se encuentra
precedida de incrementos temporales de FSH (Adams et al., 1992; Sunderland et al.,
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1994), hormona imprescindible para su crecimiento (Ginther et al., 2002) que le
permite ejercer funciones de promocidn del crecimiento celular y de proliferacion
folicular (Robker y Richards, 1998; Howles, 2000).

Ambas hormonas FSH y LH resultan sumamente necesarias para la maduracion del
foliculo ovdrico y la produccién de esteroides, y en consecuencia la fecundacién del
ovocito (Howles, 2000). En esta etapa de reclutamiento el efecto principal del aumento
de FSH es promover el crecimiento folicular mediante el incremento de la expresién de
la enzima citocromo aromatasa en las células de la granulosa, permitiendo la
conversion de andrégenos a estrégenos (Ferreira et al., 2002), mientras que la LH
promueve la produccién de andrdégenos desde colesterol y pregnenolona por
estimulacién de la actividad de la 17 a-hidroxilasa de las células de la teca. Estos
andrégenos se esparcen hacia la granulosa donde son convertidos a estrégenos
mediante la actividad de la enzima aromatasa (Erickson et al., 1985), provocando asi
que los foliculos secreten estradiol, cuya provisién siempre es importante para una
exitosa fecundacidn y la implantacién dentro del tracto reproductivo de la hembra
(Howles, 2000),

Existen una serie de compuestos locales que pueden modular el reclutamiento.
Entre ellos podemos mencionar: (1) el factor de crecimiento similar a la insulina tipo |
(IGF-I), estimulado por la somatotropina (ST). Este factor esta involucrado en el inicio
del crecimiento folicular aumentando el nimero de foliculos reclutados por onda, asi
mismo promueve la esteroidogénesis y el crecimiento de células ovaricas (Lucy, 2000);
(2) La folistatina que limita el reclutamiento, (3) el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) que promueve la proliferacién de la granulosa (Driancourt, 1991); (4) el factor de
diferenciacion del crecimiento 9 (GDF9), esencial para el desarrollo folicular desde el
estadio primordial a primario, no descartandose otras funciones posteriores, (5) la
familia del factor transformante del crecimiento (TGF) con su rol inhibirorio en el
desarrollo y progreso de los foliculos (McGee y Hsueh, 2000; Knight y Glister, 2006;
Rosairo et al., 2008).

La desviacion folicular constituye un evento importante en la seleccion del foliculo
dominante (FD), mediante el cual el foliculo mas grande establece su supremacia antes
de que el foliculo que le sigue en tamafio —subordinado- pueda alcanzar diametros y
competencias similares (FD 28 mm). Normalmente, existe una dependencia de estos
foliculos a la FSH. Sin embargo, cuando la FSH empieza a descender desde su pico
(hasta la emergencia de una nueva oleada), solo el FD es capaz de utilizar bajas
concentraciones de FSH. Esta capacidad es adquirida porque la desviacién viene
acompafiada de un aumento temporal de LH, lo que estimula la produccion de
estradiol e IGF-I, responsables de la respuesta positiva del FD a las bajas cantidades de
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FSH. Mientras tanto, los foliculos subordinados no han alcanzado esta capacidad,
estableciéndose asi la desviacion folicular (Ginther et al., 2001).

Por consiguiente, los foliculos subordinados dejan de crecer (Ginther et al., 1996).
Ademas, se ha comprobado que el fluido folicular del foliculo dominante tiene ciertos
compuestos capaces de inhibir el crecimiento de foliculos vecinos actuando
directamente sobre su actividad aromatasa. Entre los candidatos a dicho efecto se
incluye a la inhibina (Knight y Glister, 2006).

El foliculo dominante seleccionado crece en respuesta al incremento de receptores
LH en la granulosa, y de cara a la disminucion de la FSH (Ginther et al., 2000).
Independientemente del estado del ciclo estral, durante el cual se desarrollan los
foliculos, el cambio de la dependencia en las células de la granulosa de FSH a la LH
mediante la presencia de receptores LH (LH-R) constituye una base importante para el
establecimiento de la dominancia folicular (Xu et al., 1995). Cuando el foliculo crece,
los LH-R de la teca aumentan y son adquiridos por la granulosa de aquel foliculo que se
selecciona y llega a ser foliculo dominante (Xu et al., 1995; Ginther et al., 2001), por lo
que la granulosa de estos foliculos poseen mayor nimero de receptores de LH que los
que le siguen (Evans y Fortune, 1997). Por lo tanto, el foliculo dominante continda su
crecimiento y la produccidn de estradiol a pesar de un ambiente basal de FSH hasta
adquirir la capacidad ovulatoria con un didmetro a partir de los 10 mm (Sartori et al.,
2001).

La dominancia folicular constituye la etapa final de la dindmica folicular. Esta etapa
estd caracterizada por un continuo crecimiento del foliculo dominante, altas
concentraciones de estradiol en el fluido folicular, altos niveles de ARNm de los
receptores gonadotrdpicos y enzimas esteroidogénicas, la atresia de los foliculos
subordinados y la completa inhibicién del reclutamiento de nuevos foliculos (Fortune
et al., 2001). Segin numerosas evidencias, la LH es la hormona clave para el
crecimiento final del foliculo dominante (Gong et al., 1996; Fortune et al., 2001;
Ginther et al., 2003; Forde et al., 2011). Algunos factores locales que refuerzan esta
dominancia folicular son los factores de crecimiento tipo insulina (IGFs), y los factores
de crecimiento endotelio vascular (VEGP). El primero tiene como funcion principal
actuar en forma sinérgica con las gonadotropinas para promover el crecimiento y la
diferenciacion de los foliculos (Giudice, 1992; Adashi, 1998; Fortune et al., 2001), y los
VEGP promueven la angiogénesis y por tanto el aumento de riego sanguineo del
foliculo dominante, maximizando la accidn de las gonadotropinas (Driancourt, 2001).

El destino final del foliculo dominante sera la atresia o la ovulacién, dependiendo
de la funcionalidad del cuerpo luteo y de los niveles de LH (Lucy, 2007). Un foliculo
dominante que no esta expuesto a niveles de LH sélo sobrevivira por un corto periodo
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antes de convertirse en atrésico (Valdez et al., 2005). Mientras que la presencia de LH
convierte a las células del foliculo dominante en células quiescentes resistentes a la
apoptosis (Quirk et al.,, 2004). De otro lado, el foliculo dominante Unicamente
completara su desarrollo y ovulard cuando coincida con la regresidn del cuerpo luteo,
situacidon que determina un descenso de los niveles de progesterona, altos niveles de
estradiol, y un incremento en la frecuencia y amplitud de los pulsos de LH. Esto permite
procesos complejos de ovulacion y luteinizacidén (Sunderland et al., 1994; Lucy, 2007;
Forde et al., 2011).

Figura 1. Descripcidon esquematica de las fases del ciclo estral, eventos hormonales LH, FSH y
progesterona; y los modelos de crecimiento de foliculos ovaricos en bovinos (adaptacion de
Forde (2011).
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V. PRINCIPALES INDICADORES DE CALIDAD DE UN OVOCITO

La calidad del ovocito afecta al éxito del desarrollo temprano del embrién, al
establecimiento y mantenimiento de la prefiez, al desarrollo fetal y puede llegar a
condicionar las enfermedades del individuo adulto (Merton et al., 2003). La calidad
intrinseca de los ovocitos viene a ser el factor clave que determina su desarrollo hacia
blastocisto (Sirard y Blondin, 1996; Rizos et al., 2002). Como ya mencionamos en
capitulos anteriores, la calidad, o la capacidad de desarrollo, se adquiere durante la
foliculogénesis mientras el ovocito crece y madura.

Las caracteristicas morfoldgicas del ovocito son importantes para determinar su
calidad (Leibfried y First, 1979; Younis et al., 1989) ya que de ello dependera que se
pueda reiniciar la meiosis (Moor, 1988; De los Reyes et al., 1999) y, por ende,
desarrollar un buen blastocisto (siempre y cuando la inseminacidn sea eficiente). El
potencial de desarrollo del ovocito recogido ya esta decidido antes de la maduracidn in
vitro y se puede apreciar en su apariencia morfolégica (Nagano et al., 2006). Por lo
tanto, la seleccion segun la apariencia morfolégica y la determinacion del estado
meidtico de ovocitos inmaduros recogidos por las diferentes técnicas, constituyen
indicadores utiles para mejorar los procedimientos de maduracién y fecundacion in
vitro (Younis et al., 1989).

El ovocito bovino establece y mantiene su propio microambiente (Eppig et al.,
1997; Gilchrist et al., 2004). Esta bien reconocido el papel director que tiene el ovocito
en promover el desarrollo folicular y en la diferenciacién de las células de la granulosa.
El ovocito secreta factores de crecimiento que actian en forma paracrina en las células
de la granulosa vecinas, las cuales a su vez regulan el desarrollo del ovocito y dirige el
crecimiento folicular (Gilchrist et al., 2004).

5.1. Las células del cimulo del ovocito

Cuando se forma el antro folicular, las células de la granulosa que rodean al
ovocito empiezan a diferenciarse en células del cimulo (CCs) o en células de la pared
de la granulosa (CMGs). Las CCs son dependientes de la presencia del ovocito y de los
factores que este secreta (Li et al., 2000), de tal manera que esta interaccidn ovocito-
cumulo previene su luteinizaciéon al promover su crecimiento, regula la
esteroidogenesis sintetizando la inhibina y suprimiento la expresidn de receptores para
LH (LH-R) (Gilchrist et al., 2004). Mientras tanto, las células de la pared de la granulosa,
que no tienen contacto directo con el ovocito, se tornan en células altamente
esteroidogénicas pero de lento crecimiento (Gilchrist et al., 2004). Todo este
microambiente especializado alrededor del ovocito le confiere la maduracion
citoplasmica completa vy, a la vez, el ovocito desarrolla la capacidad de meiosis (Li et al.,
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2000), cabe mencionar que la ausencia del ovocito ocasiona que las CCs se transformen
en células tipo CMGs (Li et al., 2000).

Las CCs realizan funciones distintas que las células de la pared de la granulosa
(CMGs). Asi, las células del cimulo juegan un rol esencial en el crecimiento y desarrollo
normal del ovocito gracias a su alta capacidad proliferativa, también se mucifican y son
expulsadas con el ovocito en la ovulacion. Por su parte las CMGs tienen principalmente
funciones de soporte del crecimiento del foliculo y un papel enddécrino de alta
capacidad esteroidogénica (a diferencia de las CCs) por la que terminan
diferencidandose en células luteales luego de la ovulacién (Li et al., 2000).

La morfologia del cimulo parece constituir un método de seleccién apropiado
para discriminar la capacidad de desarrollo de los ovocitos (Sirard y Blondin, 1996;
Dadashpour Davachi et al., 2012). Las células del cimulo son subpoblaciones de células
de la granulosa que rodean al ovocito por lo que es denominado cumulus oophorus
(Tanghe et al., 2002), que ejercen funciones bioldgicas de vital importancia para el
ovocito, algunas de ellas exponemos a continuacion:

- Antes de la ovulacion,

e Las células del cimulo nutren al ovocito y lo mantiene conectado al
medio externo (Dadashpour Davachi et al., 2012), permitiendo su crecimiento y
su desarrollo (Li et al.,, 2000). Asimismo mantienen al ovocito bajo arresto
meiotico (Tanghe et al., 2002). Sin embargo, en su momento participaran en la
induccion del reinicio meidtico del ovocito hacia metafase Il y apoyaran la
maduracién citopldsmica (Tanghe et al., 2002; Dadashpour Davachi et al.,
2012) modulando el efecto de las hormonas y factores de crecimiento (Li et al.,
2000; Shimada et al., 2003). Este es un requisito indispensable para llevar a
cabo la fecundacién y el desarrollo embrionario consecuente (Tatemoto et al.,
2000).

e En la misma linea, las CCs tienen un papel importante en la proteccion
de los ovocitos contra el estrés oxidativo inducido por la apoptosis, mediada

por el aumento del contenido glutatidn reducido (GSH) en ovocitos (Tatemoto
et al., 2000).

e Participan en la formacién de la zona pellcida;

- Durante la ovulacién, conducen al ovocito por el oviducto
(Mahi-Brown y Yanagimachi, 1983), sintetizando la matriz compuesta de
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proteinas y acido hialurdénico importante en el transporte oviductal (Krisher,
2004).

- Justo después de la ovulacidn, participan en mecanismos complejos de
control de acceso del espermatozoide al ovocito (Tesafik et al., 1990; Zhang et
al., 1995; Tanghe et al., 2002).

In vitro, las células del cimulo son esenciales durante las primeras horas de
maduracién de los ovocitos (Merton et al., 2003), por lo que su eliminacién antes de la
maduracion in vitro es perjudicial para el proceso (Fukui y Sakuma, 1980).

El ovocito se intercomunica con las células del cimulo gracias a la existencia de las
uniones gap, de vital importancia estructural y funcional para el ovocito (Anderson y
Albertini, 1976; Sela-Abramovich et al., 2006; Dadashpour Davachi et al., 2012) vy el
ovario en general (Grazul-Bilska et al., 1997). Asi, las células del cumulo y su ovocito, a
quien rodea, constituyen un complejo denominado complejo cumulo ovocito (CCO)
(Huang et al., 1997), que se encuentran metabdlicamente acoplados mediante uniones
gap, por la cual permiten una fécil transferencia de pequefios metabolitos (Moor et al.,
1980; Larsen y Wert, 1988; Tatemoto et al., 2000) y moléculas reguladoras
(Dadashpour Davachi et al., 2012). Los productos proteicos de la familia genética
conexin sirven como bloques de construccién para las uniones gap, entre ellas la
conexin-43, la mas abundante en el ovario (Grazul-Bilska et al., 1997).

Un hecho a tener en cuenta es que el grosor de las capas del cimulo varia en
relacién al tamafio folicular (Sirard y Blondin, 1996). Ademas, a mayor numero de
capas del cumulo, mayores son las oportunidades de desarrollo (Lonergan y Fair,
2008). Por lo tanto, el numero de capas de células del cimulo parece influir en el
proceso de maduracién del ovocito (Dadashpour Davachi et al., 2012). Asi, ovocitos con
multiples capas de cimulo tuvieron mayores tasas de maduracién nuclear, fecundacién
y desarrollo que ovocitos desnudos y con sélo la corona radiada (Xu et al., 1986; Shioya
et al., 1988; Yang y Lu, 1990; Lonergan et al., 1994; Stojkovic et al., 2001).

Por todo lo anteriormente expuesto la prediccion del potencial de desarrollo (en la
recoleccidon) del complejo cimulo ovocito (COC) es crucial para una efectiva seleccidn
del ovocito (Merton et al., 2003). Por ello, toda mejora en la técnica de recoleccién de
COC deberia permitir seleccionar ovocitos de mayor calidad y en mayor nimero al
principio del proceso de produccién in vitro de embriones, lo que economizara los
procedimientos, y mejorara su eficiencia (Gordon, 2004; Lonergan y Fair, 2008).

Algunos ovocitos muestran la apariencia de CCs expandidos. El aumento de niveles
LH produce reinicio de la meiosis en el ovocito, las células del cumulo empiezan a
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producir acido hialurdnico, que se deposita en los espacios intercelulares y son
estabilizadas por proteinas accesorias, fendmeno que se conoce como expansiéon del
cumulo (Ball et al., 1982; Tanghe et al., 2002).

Los esquemas de clasificacion de ovocitos bovinos estan basados en una
observacion visual de rasgos morfoldgicos. Uno de los primeros reportes fue descrito
por Leibfried y First, (1979), a partir del cual se han descrito muchos esquemas de
clasificacién basados en el nimero y compactacién de las células del cdmulo, el grado
de homogeneidad y el color del citoplasma (Suss y Madison, 1983; Leibfried-Rutledge
et al., 1987; De Loos et al., 1989; Younis et al., 1989; Lonergan et al., 1991; Carolan et
al., 1992; Stojkovic et al., 2001; Gordon, 2003; Shirazi et al., 2005).

Debido a que existen multiples maneras de categorizacion de los COCs, asi como
expresiones de sus resultados (Hamano y Kuwayama, 1993; Carolan et al., 1994;
Hernandez-Fernandez et al., 2010) la mayoria de estas modalidades de categorizacion
son subjetivas, dependen del técnico y de cada laboratorio, motivo por el cual se
producen variaciones notables entre ellos (Gordon, 2003).

Los estudios realizados en Irlanda relacionaron con claridad la morfologia del
ovocito y la produccién de embriones después de la MIV/FIV (Lonergan, 1990). Asi,
observaron una mejoria en la tasa de division y en la produccion de embriones en
funcién del nimero de capas de células del cimulo. De forma similar ha sido descrito
también en ovino (Dadashpour Davachi et al., 2012).

Por su parte, estudios realizados en Canada (Hazeleger et al., 1995) describieron
criterios morfoldégicos y niveles de progesterona del fluido folicular para la seleccién de
complejos cumulo-ovocito con un alto potencial de desarrollo embrionario. De las
nueve categorias propuestas, las tres primeras producian las tasas mads altas de
embriones. Estas categorias superiores contabilizaban el 47% de la poblacién de
ovocitos examinados.

Algunos autores han categorizado los ovocitos en 4 grupos (Salamone et al., 1999)
basados en la presencia y morfologia de su células del cimulo que lo rodea: (1) de 4 o
mas capas de células del cimulo compactas, (2) una a tres capas de células del cimulo,
(3) células del cumulo expandidas, u (4) ovocitos desnudos (sin células del cimulo).
Esta clasificacion les sirvido para determinar los factores que afecta al COC y la
capacidad del desarrollo del ovocito.
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5.2. El citoplasma del ovocito

La apariencia del citoplasma refleja la capacidad de desarrollo in vitro del ovocito
(Leibfried y First, 1979; Nagano et al., 2006). Asi, algunos investigadores han centrado
la investigacion en evaluar la relacién entre la apariencia citoplasmatica del ovocito y
su capacidad para maduracion in vitro, fecundacion y desarrollo posterior (Younis et
al., 1989; Nagano et al., 1999; Nagano et al., 2006).

El citoplasma del ovocito cumple funciones importantes para el desarrollo del
mismo, asi se confirma la presencia de un numero de organelas e inclusiones
intracitoplasmaticas como el complejo de golgi, reticulo endoplasmico liso (SER), gotas
de lipidos y delimitadas vesiculas de membrana. Estructuras especificas en los ovocitos
tales como granulos corticales y la zona pelucida aparecen en el foliculo secundario y
hacia el final del crecimiento ovocitario aparece la mitocondria encapsulada en bovinos
(Fair et al., 1996; Hyttel et al., 1997)

Las mitocondrias tienen un importante papel en el citoplasma ovocitario debido a
que pueden proveer de ATP para la fecundacion y el desarrollo del embridn antes de la
implantacién (Torner et al., 2004), y también actian como almacén de calcio y de
factores proapotéticos. Durante la maduracion del ovocito las mitocondrias se
caracterizan por presentar diferentes cambios en el modelo de distribucion (de ser
homogéneo a heterogéneo), lo cual estd correlacionado con la apoptosis del cimulo
(Wang et al., 2009).

Los ovocitos de baja calidad tienen disfunciones relacionadas con la edad
(Armstrong, 2001), la cual incluye una descenso del potencial de membrana
mitocondrial, incremento de dafios del ADN mitocondrial (ADNm), aneuploidias
cromosdmicas, incidencia de apoptosis, y cambios en la expresion del gen
mitocondrial. Todas estas disfunciones podrian ocasionar un retraso en el desarrollo y
detencion de la preimplantacidn de los futuros embriones. Se ha sugerido que estos
cambios mitocondriales pueden surgir de excesivos compuestos reactivos de oxigeno
(ROS) asociados estrechamente con la produccidn de energia oxidativa y la sobrecarga
de calcio, lo cual puede amenazar la apertura de los poros de transicién de la
permeabilidad mitocondrial (poros protéicos de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial formado bajo ciertas condiciones patoldgicas) y la consecuente apoptosis,
de ahi que la calidad del ovocito puede ser optimizada con la mejora de la funcién fisica
de las mitocondrias del citoplasma (Wang et al., 2009).

Los ovocitos inmaduros puede tener varias tonalidades de color que van desde gris
opaco, gris oscuro y negro, y puede contar, o no, con puntos picndticos. Por lo que la
caracterizacién de los ovocitos ha sido un punto que cada investigador ha ajustado
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segun sus experiencias y medios de trabajo, pero con escasa publicacién. Al respecto,
Nagano et al. (2006) manifestaron que ovocitos opacos indican baja densidad de
organelas en su citoplasma, el color negro indica acumulacién de lipidos y el color gris
se corresponde con gotas de lipidos distribuidas en la periferia o en el citoplasma.
Asimismo, mediante microscopia electrénica encontraron que las gotas de lipidos
estaban relacionadas con las mitocrondrias y el reticulo endoplasmico liso. En
resumen, concluyeron que los citoplasmas de ovocitos de color gris tienen buen
potencial de desarrollo, mientras que los de color opaco presentan pobre potencial.
Por su parte, un citoplasma del ovocito ennegrecido indica vejez y bajo potencial de
desarrollo.

Clasificacion segun las células del cimulo vy el citoplasma del ovocito

En capitulos anteriores hemos observado que existe un vinculo muy estrecho
entre las células del cimulo y el ovocito, por lo que para la seleccidn es conveniente
considerarlos de forma conjunta (Hosoe y Shioya, 1997).

Sin embargo, debe tenerse en cuenta que aln no estan claros los criterios de
seleccidon de ovocitos de mejor calidad para la maduracién in vitro que combinen la
morfologia de las CCs y el citoplasma del ovocito (Nagai, 2001). Algunos investigadores
consideran que los ovocitos bovinos rodeados por un cimulo compuesto por células
oscuras y ligeramente expandidas, tienen mayor capacidad de desarrollarse hasta
blastocisto que los rodeados de un cimulo homogéneo, compacto y brillante (Wurth y
Kruip, 1992). En esta misma linea, Blondin y Sirard (1995) afirman que los ovocitos
tienen mayor competencia cuando las capas mas externas del cimulo estan iniciando
su expansion, que cuando su ciumulo es muy compacto o muy expandido. Pero en
definitiva, los resultados sugieren que los ovocitos desnudos y aquellos que sdlo
cuentan con corona radiada muestran menor capacidad de desarrollo (Nagano et al.,
2006).

Ademas de las células del cumulo, la morfologia del propio ovocito es muy
importante a la hora de seleccionarlos para la produccion in vitro (Lonergan, 1990).
Mientras que algunos investigadores recomiendan un citoplasma homogéneo
(Leibfried y First, 1979; De Loos et al., 1989), otros sugieren todo lo contrario (Fukuda y
Enari, 1993; Blondin y Sirard, 1995; Nagano et al., 1999). La heterogeneidad parece
deberse a una distribucién normal de granulos corticales en citoplasma y se le atribuye
mayor capacidad de fecundacién in vitro debido a una reducida polispermia (Nagano et
al., 1999).

En Japdn (Kawasaki et al., 1999), examinaron la morfologia del ovocito recolectado
de foliculos de 2-6mm de didmetro y los clasificaron en 5 grupos: (i) ovocitos con
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citoplasma del ovocito homogéneo y rodeado por cimulo compacto y completo, (ii)
ovocitos con citoplasma heterogéneo y rodeado por una capa de cimulo completo, (iii)
ovocitos rodeados por cimulo expandido, irregular y completo, con células granulosas
en una matriz gelatinosa, (iv) ovocitos sin capa de células del cimulo, (v) ovocitos no
categorizados en los grupos anteriores. Las tasas de maduracion y fecundacion de
ovocitos con citoplasma heterogéneo fueron superiores que los homogéneos. Los
ovocitos con citoplasma heterogéneo mostraron dispersion de granulos del citoplasma
durante la maduracién. De otro lado, aquellos con cumulo expandido o sin cimulo
tenian menores tasas de maduracién y de fecundacion.

Como ya se ha mencionado, los ovocitos con citoplasma heterogéneo tienen
mayores tasas de FIV debido a la menor incidencia de polispermia (Nagano et al.,
1999). Mediante examenes con microscopia electronica (ME) estos autores mostraban
que estos ovocitos poseen granulos corticales alineados mds cerca a la membrana
plasmatica (membrana vitelina); de otro lado, ovocitos con citoplasma homogéneo
mostraban algunos pequenios clusters de granulos corticales después de la maduracion
in vitro.

Posteriormente en el 2006, también con ME determinaron que el potencial de
desarrollo de ovocitos recolectados de foliculos pequefios (2-8mm) ya estd decidido
antes de la M1V, lo que se ve reflejado en la apariencia morfolégica del ovocito. De esta
forma, un citoplasma del ovocito gris oscuro indica un acumulo de lipidos y buen
potencial de desarrollo, mientras que un citoplasma transparente indica presencia de
organelas de baja densidad y pobre potencial de desarrollo. Asi también, un citoplasma
negro indica envejecimiento y bajo potencial de desarrollo (Nagano et al., 2006). Este
trabajo propone que aquellos ovocitos que hayan entrado en fase de seudomaduracion
tienen buen potencial de desarrollo para llegar a la fase de blastocisto in vitro; sin
embargo, la capacidad de desarrollo final sigue en estudio.

Basados en estos estudios y teniendo en cuenta diferentes consideraciones como
el tiempo y la genética de los animales, cada laboratorio tiene su propio criterio de
seleccién de ovocitos, pero los métodos descritos por Loos et al., (1989) y Lonergan et
al., (1990) son los mas comunmente utilizados.

5.3. El Tamaio del ovocito

En la misma linea de utilizacién de indicadores de la calidad de los ovocitos
mediante métodos no invasivos, algunos autores indican una clara relacion entre el
didmetro del ovocito y su capacidad de desarrollo (Fair et al., 1995; Arlotto et al.,
1996). Debe tenerse en cuenta que durante el desarrollo del ovocito suceden un gran
numero de cambios ultraestructurales y moleculares, que estan ligados a la capacidad
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de desarrollo del gameto (Hyttel et al., 1997). Asi, el crecimiento del ovocito
experimenta variaciones en su diametro que van desde 30 um en el foliculo primordial
a mas de 120 um en el foliculo terciario (Fair et al., 1995, 1996).

La adquisicidon de la competencia para reanudar la meiosis se realiza cuando el
ovocito presenta un diametro de, al menos, 100 um (Hyttel et al., 1997); mientras que
para que los ovocitos tengan la plena competencia para completar la maduracion
meidtica a Ml se realiza a partir de 110 um (Hyttel et al., 1997) o a partir de 115 um de
didmetro (Nagano et al.,, 2006), desde la cual le permitird soportar el desarrollo
embrionario. Por lo tanto, la medida del didmetro ovocitario puede ser una
herramienta practica para seleccionar ovocitos competentes y de considerable
importancia cuando se trata de colectar a partir del pool de foliculos preantrales
(Hyttel et al., 1997; Nagano et al., 2006).

5.4. El tamaiio folicular

El tamanio folicular constituye un factor que afecta el desarrollo del ovocito in vitro
(Hagemann et al., 1999). Muchos estudios utilizando ovarios recogidos al azar en
matadero (Lonergan et al., 1994; Blondin y Sirard, 1995) o de vacas superovuladas
(Pavlok et al., 1992; Blondin et al., 2002) muestran que, en general, ovocitos de
foliculos grandes tiene mayor capacidad de desarrollo in vitro para llegar a la fase de
blastocisto. Sin embargo, debido a las dos o tres ondas foliculares que se forman
durante el ciclo estral, el diametro folicular no necesariamente indica si el foliculo esta
creciendo o se atresia (Hagemann et al., 1999).

Se asume que la historia del foliculo determina el futuro del ovocito (Hendriksen et
al., 2000) la cual esta asociada con su didmetro. La capacidad de desarrollo de los
ovocitos estd relacionada con el crecimiento folicular, de manera que los ovocitos
procedentes de foliculos con un didmetro <2mm presentan dificultades para llevar a
cabo la meiosis y también tienen poca capacidad de evolucionar hasta blastocistos
(Pavlok et al., 1992; Lonergan et al., 1994; Fair et al., 1995; Hagemann et al., 1999). En
algunos de estos estudios se puso de manifiesto que dichos ovocitos no habian
completado aln su crecimiento y la sintesis de ARNm.

Con un tamafo folicular superior a 3 mm, los ovocitos tienen adquirida una
capacidad meidtica intrinseca para desarrollarse hacia embrion después de la
maduracién-fecundacidn-cultivo in vitro (Hendriksen et al., 2000), lo cual se
corresponderia con un ovocito de un didmetro de 110um (Fair et al., 1995), pero
requieren de una etapa de “premaduracion” para expresar su capacidad. In vivo esta
premaduracion sucede durante el desarrollo preovulatorio en el momento del pico LH.

72



Revision Bibliografica

En foliculos de 3 a 7mm se mantiene la proporciéon de ovocitos competentes
(Hendriksen et al., 2000). Mientras que a partir de los 8mm esta proporcidn se
incrementa ya sea en vacas no tratadas y en las superestimuladas con gonadotropinas,
sin embargo esta capacidad del ovocito es menor cuando son madurados in vitro que
aquellos madurados in vivo. Del mismo modo, Blondin y Sirard (1995) no observaron
diferencias significativas entre la competencia de los ovocitos derivados de foliculos de
3-5mm con los de 6-8mm. Por todo ello se infiere que el rango de didmetro folicular
de 3-8 mm es el mds recomendable para la obtenciéon de ovocitos para emplear en
fecundacion in vitro.

VI. FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION y CALIDAD DE LOS
OVOCITOS

Toda vez que la produccién de los ovocitos se desarrolla a lo largo de la vida del
animal, cualquier factor que interviene sobre la misma puede tener una repercusion
mds 0 menos marcada sobre la produccion y la calidad de los ovocitos. La reproduccién
del animal es un proceso de alta demanda nutricional para llevar a cabo sus funciones
normales, entonces, todo cambio ya sea externo o interno, normal o patoldgico, puede
afectar directa o indirectamente la produccién de ovocitos (Pfeifer et al., 2008).

Desde un punto de vista practico, los ovocitos utilizados para la produccion in vitro
de embriones bovinos no solo han de ser “competentes”, sino que deben estar en
numero adecuado que permita realizarlo con eficiencia (Merton et al., 2003).

Existen muchos factores que pueden afectar la capacidad de produccién vy
desarrollo del ovocito bovino ya sea in vivo o in vitro (Hagemann et al., 1999). Sin
embargo, aun no se ha llegado a entender cémo muchos de estos factores actian o
interactian en sus efectos especificos en el ovocito. A continuacidon expondremos
algunos de los factores que afectan la produccién y calidad de los ovocitos.

6.1. Técnica de recoleccion de ovocitos

Cuando se habla de eficiencia de la produccién de embriones bovinos in vitro a
escala comercial es crucial tener en cuenta el procedimiento y la técnica de
recuperacion de ovocitos empleada. Por lo que, para lograr un progreso real, las
investigaciones se estan conduciendo hacia el origen de un ovocito competente. Por
ello se estan investigando tanto técnicas invasivas como no invasivas para recolectar
estas estructuras de forma eficiente (Merton et al., 2003). Del mismo modo, la tasa de
recuperacion de ovocitos dependiente de la técnica utilizada son muy variadas (Bols et
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al., 2007; Dadashpour Davachi et al., 2012). Por ello, para tener éxito en la PIV no solo
precisa tener en cuenta los factores intrinsecos del ovocito, sino también factores
extrinsecos como la técnica de recuperacion (Hendriksen et al., 2000).

Cuando se utilizan ovarios procedentes de matadero, las técnicas mas empleadas
en la recuperacion de ovocitos son la aspiracion del contenido folicular (Leibfried y
First, 1979), el slicing (Carolan et al., 1992; Gordon, 2003) y la puncidn folicular (Das et
al., 1996), a partir de las cuales se han combinado o desarrollado algunas variaciones.
Otras técnica indirectas, es decir primero la obtencidn del foliculo y luego el ovocito
son la diseccidn folicular mecanica y la digestién enzimatica.

La aspiracion folicular constituye el método mds comuinmente utilizado en los
laboratorios de investigacidon. Este método consiste en aspirar el liquido de los foliculos
visibles ubicados en la superficie del ovario mediante una aguja adherida a una jeringa
(Leibfried y First, 1979; Xu y Greve, 1988; Das et al., 1996) o a una bomba de vacio
(Hashimoto et al., 1999; Ward et al., 2000).

El principal inconveniente de esta técnica es que la presion de aspiracion puede
dafiar fisicamente las células del cumulo, reduciendo la calidad del complejo cimulos
ovocito (Hamano y Kuwayama, 1993). Otro problema de esta técnica es el escaso
rendimiento ya que sélo se recupera entre el 50-60% de los foliculos aspirados ,
1984). Sin embargo, la aspiracién tiene la ventaja de la rapidez con la que se obtienen
los ovocitos (Das et al., 1996; Gordon, 2003), exponiendo a los COC por menos tiempo
a las condiciones extrafoliculares (Quintana et al., 2012). Estos factores son
importantes si se persigue la produccion de grandes cantidades de ovocitos.

Un estudio encaminado a mejorar la técnica de aspiracién (Fry et al., 1997)
propone que el mayor nimero de ovocitos viables se lograria con una aguja de 17G y
una presidn de vacio de 55mmHg. Con estas condiciones estos autores lograron una
tasa de recuperacion del 56 % de los foliculos totales y el 70% del de los ovocitos.
Ademas, la presidn de vacio no solo afecta la tasa de recuperacién de ovocitos sino que
también parece afectar a su calidad. En efecto, a medida que se aumenta la presidn se
incrementa el nimero total de ovocitos recolectados (hasta alrededor de 50mmHg).
Sin embargo, por encima de esa cifra (75 y 100mmHg) se produce una reduccion del
numero de ovocitos viables, debido, probablemente, al despojo de las capas de células
que van sufriendo los COCs, los cuales van perdiendo calidad. En resumen, estos
autores proponen que las mejores tasas de recuperacién de ovocitos se producirian
cuando se utilizan presiones de 55mmHg con agujas de 17G y 77mmHg con 20G,
superar estos niveles provocaria dafios a los ovocitos.
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La diseccién de la corteza del tejido ovarico constituye otra de las técnicas
empleadas en la recoleccién de ovocitos, denominada comunmente slicing (Carolan et
al., 1992). Esta diseccidén puede realizarse con una hoja de bisturi (Das et al., 1996) o
con microescarpelo oftalmico (Quintana et al., 2012). El slicing ofrece la ventaja de
recuperar ovocitos desde dos fuentes: la superficie folicular y de aquellos mas
profundos ubicados en el estroma cortical del ovario (Das et al., 1996). Sin embargo, su
mayor desventaja es el tiempo necesario para ejecutar la técnica (Das et al., 1996), la
experiencia que debe tener el técnico y que genera una gran cantidad de residuos que
podrian favorecer la contaminacion (Arav, 2001).

Esta técnica ha permitido recoger un mayor nimero de ovocitos en vacas (Hamano
y Kuwayama, 1993; Carolan et al., 1994), bufalas (Das et al., 1996; Abdoon y Kandil,
2001), cabras (Martino et al., 1994; Hoque et al., 2011), ovejas(Wani et al., 2000;
Shirazi et al., 2005; Petrean et al., 2010) y en yeguas (Erice et al., 1998). Por otra parte,
los resultados sobre la obtencién de ovocitos de mejor calidad son contradictorios.
Mientras que algunos afirman haber encontrado una mayor tasa de recuperacién
(Hamano y Kuwayama, 1993), otros opinan que su eficiencia fue inferior (Carolan et al.,
1994; Hernandez-Fernandez et al., 2010) (Tab.1).

Tabla 1. Resultados de la cantidad y calidad de ovocitos bovinos recuperados utilizando
técnicas de aspiracion y slicing seguin diversos autores.

Total

Ovocitos/ova. Ovocitos calidad superior/ova.

Autores, afio Raza
Aspirac.  Slicing Tipo Aspiracion Slicing
CCs
Suss et al., (1988a) Desconocida 11,3 - 5,3 (47%) --
compacto

oo ¥ fuwayama. Wagyu 1,5 316 A+B 8,4(73%) 29,6 (94%)
Carolan et al.,1994 Desconocida 13,9 44,2 A+B 6,8 (49%) 20,2(46%)
Hernandez-Fernandez et Mestizo 46 7,0 Mad. 3,2 (70%) 4,4 (63%)

al., 2010

Nota: Los resultados estan expresados en promedio y en porcentaje (%).
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En la técnica de puncion folicular (Das et al., 1996) los ovarios son colocados en
una placa petri y fijados con fdrceps. Aquellos foliculos visibles de 2-6mm son
sumergidos en una solucién salina normal al 0,9% y pinchados con una aguja de 18G.
Mediante una ligera presidn sobre el ovario se estimulaba la salida del fluido folicular
con su correspondiente ovocito.

La aspiracion con transiluminacidn ovarica (TAO) constituye otra técnica para la
recuperacion de ovocitos (Arav, 2001). Aunque menos conocida, esta técnica consiste
en colocarle una fuente de luz halégena en el hilio ovédrico previamente extraido, la
cual permite reflejar los foliculos externos. Mediante esta técnica estos autores han
logrado recuperar 7,3 ovocitos/ovario, frente a los 4,9 ovocitos/ovario que obtenian
por aspiracion.

Publicaciones recientes describen una nueva técnica de recoleccidn de ovocitos
denominandola “ORC”, con la cual obtuvieron mejores tasas de recuperacion a partir
ovarios de ovejas del matadero (Dadashpour Davachi et al., 2012). Los autores no
describen el origen de las siglas pero describen que este método consiste en preparar
un tubo Falcon modificado (MFT) con cuchillas (1cm x 1cm con 1Imm x 1mm de poro
cuadrado) que consiste en varias etapas. Las cuchillas metalicas fueron fijadas por calor
en la parte inferior de los tubos Falcon de 14mL. Cada ovario es colocado en los MFTs y
cubierto con 3mL de un medio de lavado de ovocito preincubado suplementado con
heparina y estreptomicina, a continuacion fue centrifugado y el precipitado fue lavado,
clasificado y finalmente llevado a MIV.

La ventaja del ORC radica en que se puede utilizar foliculos ubicados en la
profundidades de la corteza, en consecuencia se obtienen mayores tasas de
recuperacion sin deterioro significativo en la capacidad meidtica o en la calidad del
ovocito. Adicionalmente se puede ahorrar tiempo para en la coleccion del ovocito, la
maduracién y la consecuente produccién de embriones (Dadashpour Davachi et al.,
2012).

Resultados del ORC en ovejas comparados con la técnica de aspiracion obtuvieron
6,8+0,3 ovocito/ovario versus 3,810,1 respectivamente. Se indica asi mismo que la tasa
de ovocitos recuperados de mejor calidad, y la tasa de reinicio meidtico corresponden
al 77% y 79% respectivamente, mientras que con el mejor método de aspiracién
utilizado como control (aguja de 20G, 10ml/min) las tasas fueron del 90% y 79%
respectivamente (Dadashpour Davachi et al., 2012). Por lo tanto, no deja de ser una
alternativa pero sus resultados siguen siendo poco significativos con respecto a la
mejor técnica de aspiracion propuesta.
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Entre los protocolos de manipulacién de foliculos preantrales se encuentran los
medios mecanicos simples y la digestion enzimatica descritos en bovino (Figueiredo et
al., 1993), bufalas (Gupta et al., 2007), cerdas (Choi et al., 2008) y ratones (Choi et al.,
2007; Lee et al., 2007). Estas técnicas generalmente son desarrolladas para evaluar la
cantidad total de foliculos y la posibilidad de aprovecharlos para obtener ovocitos
capacitados.

El primer método consiste en disecar al ovario en varias piezas con un cortador de
tejidos. Posteriormente la suspensién serd pasada por filtros obteniéndose de esta
manera los foliculos preantrales.

Por su parte, la técnica de digestidn enzimatica consiste en afiadir una enzima a los
fragmentos ovaricos contenidos en un medio de suspensién. Esta enzima puede ser
colagenasa tipo | y IV (Choi et al., 2008) o tripsina (Gupta et al., 2007). En ganado
bovino este método tiene la ventaja de recuperar mayor tasa de foliculos preantrales
que el mecanico (Figueiredo et al., 1993).

Por otro lado, cuando la recuperacién de ovocitos se realiza en animales vivos la
técnica mas utilizada es la aspiracidn transvaginal ecoguiada (OPU) (Pieterse et al.,
1988; Pieterse et al., 1991). Algunos de los factores para el éxito de este procedimiento
son regular la presion de aspiracion (Ward et al., 2000), el didmetro de las agujas (Fry
et al., 1997) y realizarlo durante la fase de crecimiento de la oleada, antes que se
establezca la seleccion (Machatkova et al., 2000). La técnica de OPU tiene como
desventajas el alto coste, justificado cuando se trata de animales de alto valor genético
(Galli et al., 2001).

Acerca de la presién de aspiracion Ward et al., (2000) refiere que mientras la
presidon aumenta existe una significativa disminucién de la tasa de recuperacion de
ovocitos, bajando del 70 % cuando la presidn es de 30-50mmHg hasta 52% cuando 90
mmHg, atribuido al colapso del foliculo alrededor de la aguja, impidiendo el flujo y
dafiando al ovocito. Notese en este trabajo que los resultados de presiones de
aspiracion de 30-50mmHg fueron similares a las de aspiracion manual de ovarios
procedentes del matadero (control) no sélo en cuanto a la recoleccidn total de ovocitos
sino también a la recoleccién de los de grado 1 (ovocitos con multiples capas de células
del cimulo), tasa de divisidn, blastocistos obtenidos y blastocistos eclosionados.

Las técnicas de aspiracion y slicing son las mas comuinmente utilizadas para los
sistemas de PIV con fines de investigacion y mejora genética (Dadashpour Davachi et
al., 2012). Ademas, las experiencias utilizando en estas dos técnicas no muestran
diferencias significativas de los ovocitos recuperados a la maduracion (Carolan et al.,
1994) ni a la fecundaciodn in vitro (Hoque et al., 2011).
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6.2. Aptitud productiva

Debe tenerse en cuenta que bajo este epigrafe, aptitud productiva, se describen
dos aspectos estrechamente relacionados. Por un lado, la especializacién de los
animales para tener una determinada produccién (carne o leche), y por otro, las
diferencias de manejo a la que estdn sometidos los animales en funcién de su
produccién.

La intensa seleccidn a la que han sido sometidas las hembras bovinas para producir
leche, ha provocado que nos encontremos con un elevado porcentaje de animales con
un profundo balance energético negativo (BEN), credndose un conflicto de intereses
entre la produccion de leche y la eficiencia reproductiva. De hecho, se ha visto que las
vacas de razas carnicas presentan mejor fertilidad que las vacas de razas de produccion
lechera (Santos et al., 2004).

Varios estudios han demostrado que en vacas lecheras de alta produccion, el
crecimiento y la maduracién del ovocito estd adversamente condicionado por los
cambios bioquimicos que se producen debidos al BEN (Kendrick et al., 1999; Walters et
al., 2002; Leroy et al., 2008b). Asi también, modelos de maduracién in vitro han
sugerido que el BEN puede obstaculizar la fertilidad debido a su efecto sobre la calidad
del ovocito y en consecuencia, en la calidad del embrién.

El estado catabdlico al que estd sometido el animal proviene de adaptaciones
metabdlicas que realiza la vaca de alta produccién, como el BEN, pérdida de peso,
apetito reducido, disminuciones en insulina, leptina, IGF-I, y glucosa, y altas en GH,
NEFA, cetonas y Urea que afectan la reproduccion en general y particularmente sobre
el ovocito y el embrién (Leroy et al., 2008a).

Por otro lado, también ha sido descrito que ovocitos recuperados de vacas con
elevado mérito genético, independientemente de su valores de produccidn, presentan
una menor produccion de blastocistos in vitro (Snijders et al., 2000). Un fenémeno
similar fue descrito al comparar vacas de aptitud carnica con lecheras en lactacion,
encontrandose mayor calidad de embriones en las hembras de aptitud carnica (Leroy
et al., 2005). Todo lo cual nos sugiere un posible efecto de la aptitud en la recuperacion
de ovocitos, tanto en cantidad como en calidad.

Existe muy poca literatura en la que se relacione la recuperacion de ovocitos con la
aptitud productiva. En un trabajo reciente (Abraham et al., 2012), se han encontrado
diferencias en la recuperacién de ovocitos entre razas bovinas europeas vy
principalmente en blastocistos. El promedio de COC recuperados por aspiracion de
vacas sacrificadas del matadero fue de 34 para razas carnicas y 29 para las de aptitud

78



Revision Bibliografica

lactea (Swedish Holstein: 28 and Swedish Red: 29). Este estudio, ademas, hacia énfasis
en que la tasa de blastocistos a dia 8 era mayor cuando ovocitos provienen de razas
carnicas que las lecheras.

6.3. Fase del ciclo estral

En el ciclo estral de la vaca la fase |Utea presenta una duracién de 14 a 18 dias.
Durante esta fase predomina el cuerpo liteo en menor o mayor desarrollo. Por su
parte, durante la fase folicular, con una duracién de 4 a 6 dias, se produce la
maduracién y desarrollo completo del foliculo dominante (con regresién progresiva del
cuerpo luteo) y la consecuente ovulacion (Forde et al., 2011), con indicios de formacion
de un cuerpo hemorragico, a medida que emerge un primer reclutamiento de foliculos.

Ciertos investigadores han apuntado la existencia de diferencias en el nimero de
ovocitos recuperados, de ovarios procedentes de matadero, en funcion de la fase del
ciclo estral en la que se encontrase la vaca. Asi, observaron una mayor tasa de
recuperacion cuando los animales se encontraban en fase folicular que cuando se
hallaban en luteinica (Leibfried y First, 1979). Estas mismas diferencia han sido también
apreciadas en bufalas (Manjunatha et al., 2007).

La presencia de al menos un cuerpo lUteo en los ovarios bovinos procedente del
matadero parece reducir el porcentaje de recoleccion de ovocitos utiles, asi lo
confirmaron en vacas (Moreno et al., 1992) y en ovejas (Wani et al., 1999). Aunque,
este hecho no fue ratificado por Dominguez (1995) donde la presencia del cuerpo luteo
no afectd la cantidad de los foliculos en desarrollo.

Ademads, también se ha descrito una influencia de la fase del ciclo estral sobre el
potencial de desarrollo del ovocito para llegar hasta blastocisto (Machatkova et al,,
1996; Hagemann et al., 1999; Nagai, 2001).

Profundizando en el tema, algunos investigadores sefialaron que la recuperacién
de ovocitos era mas eficaz cuando se realizaba durante las fases de crecimiento
folicular, que durante las fases de dominancia (Hagemann et al., 1999; Machatkova et
al.,, 2000). Asi, Hagemann et al. (1999) definieron que las etapas de inicio del
crecimiento folicular en ambas ondas del ciclo estral (dia 2 y dia 10) se conseguian mas
ovocitos que durante la etapa de dominancia (dia 7 y dia 15). Posteriormente,
Machatkova et al., (2000) observaron que el mayor rendimiento se lograba al inicio de
la primera onda (del dia 1 al dia 3). Por lo que, la fase de crecimiento de la primera
onda folicular, antes de la seleccién del foliculo dominante, es el mejor momento para
la recoleccion de ovocitos, probablemente debido a su mayor visibilidad.
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Un estudio posterior para medir la eficacia en la produccién de ovocitos vy
embriones fue disefiado comparando la fase de crecimiento folicular (dia 3) con la fase
de dominancia folicular (dia 7), y la interaccién con distintos tamafios foliculares
(Machatkova et al., 2004). Este estudio determindé que el nimero promedio de
ovocitos Utiles por donante fue similar en ambas fases de desarrollo folicular, pero el
numero promedio de embriones por donante fue el doble cuando los ovocitos fueron
recolectados en la fase de crecimiento que durante la dominancia.

6.4. Peso de los ovarios

Asi como en machos existe una alta correlacién entre la circunferencia escrotal y la
cantidad y calidad seminal (Gipson et al., 1985), positivamente relacionado con la
fertilidad en los toros (Garmyn et al., 2011), se puede suponer que en hembras suceda
algo semejante. Es decir, el peso o tamafio del ovario pueda determinar la cantidad y
calidad de ovocitos.

Por otro lado, en 1996, Duby et al., determinaron que el peso de los ovarios
bovinos tenia una estrecha relacidon con la edad. Asi, observaron cdmo el peso de los
ovarios se incrementa desde 0,5g a las dos semanas de vida hasta 4g a los 4 meses y
10g en animales en torno a los 12 meses.

Esta relacion entre el ovario, sus gametos y la fertilidad de la hembra es un
supuesto de muchos afios en la biologia reproductiva (te Velde y Pearson, 2002). Y es,
en esta Ultima década, cuando se ha venido desarrollando estudios relacionados a este
tema (Jimenez-Krassel et al., 2009; Ireland et al., 2011) destinados principalmente a la
caracterizacion fenotipica y la seleccién de los animales en relacidn a su reserva
ovdrica.

Existen evidencias indirectas que indican que el numero de foliculos durante las
oleadas foliculares se encuentra condicionado por el tamafio de sus ovarios (Scheffer
et al., 1999; Burns et al., 2005). De manera semejante otro estudio describié que la
proporcién de ovocitos recuperados y el porcentaje del COC de buena calidad
disminuia significativamente segun el tamafio de los ovarios (Palma et al., 2008). Por
todo ello, Ireland et al.,, (2011) indican que el ganado adulto joven con ovarios mas
pequefios tienen un menor nimero de foliculos antrales y ademas una disminucién
marcada del nimero total de foliculos y ovocitos morfolégicamente buenos; situacion
opuesta cuando se trata de ovarios grandes.
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6.5. Edad de la donante

En los primeros capitulos de la presente revisidn hemos hablado que existe una
variacion de la produccién de foliculos obtenidos con relacién a la edad de la hembra
bovina.

La utilizacién de animales jévenes como fuente de ovocitos constituye un area de
mucho interés para la producciéon de embriones debido a la ventaja que podria resultar
acortar el intervalo generacional, con la consecuente aceleracién de la tasa de ganancia
genética (Lohuis, 1995; Duby et al., 1996; Khatir et al., 1998). En virtud a esto, algunos
investigadores recomiendan el empleo de ovocitos procedentes de novillas mayores de
11 meses para la produccion de embriones in vitro, obteniendo resultados similares a
los obtenidos en vacas adultas (Yang et al., 1998; Nagai, 2001).

El desarrollo de métodos de aspiracién ecoguiada —ovum pick up (OPU)- para la
recuperacion de ovocitos en terneras, junto con la mejora en los medios de cultivo
para PIV, han provocado un aumento en las tasas de desarrollo hacia blastocisto y el
nacimiento de terneros vivos, lo que parece indicar que las terneras pre puberes
podrian jugar un papel importante en los futuros programas de reproduccion animal
(Duby et al., 1996). Sin embargo, el trabajo con este grupo de animales tiene también
limitaciones. Ciertos estudios han demostrado que cuanto mas joven sea la donante de
ovocitos, mas afectada o comprometida estara la competencia de desarrollo de los
mismos (Yang et al., 1998), ya que, en general, los ovocitos donados por hembras
jévenes y los embriones que de ellos derivan, podrian ser menos tolerantes al manejo y
a las condiciones de cultivo in vitro que los ovocitos de adultos (Armstrong, 2001).

Por otro lado, el empleo de ovocitos provenientes de donantes de edad avanzada
puede tener un gran interés, ya que supone aumentar la vida reproductiva de la
hembra, asi como favorecer la conservacién de recursos genéticos (Armstrong, 2001).
Sin embargo, la fertilidad de la hembra se reduce a medida que avanza la edad
(Armstrong, 2001) y especificamente la calidad del ovocito también disminuye con el
paso de los afios (Wang et al., 2009).

En la misma linea, Armstrong (2001) determind que los ovocitos, de ambos grupos
de animales (muy jévenes o los de edad avanzada) pueden presentar alteraciones en la
maduracién nuclear o citopldsmica, incompetencia o incapacidad de continuar la
meiosis, problemas para la penetracién y descondensacidon espermatica, incapacidad
de formar los prontcleos y bloqueo deficiente de la polispermia. Por ello son
necesarios mas estudios dirigidos a identificar las deficiencias en el desarrollo de los
ovocitos de hembras jévenes, asi como las anormalidades de éstos en hembras de
edad avanzada (Armstrong, 2001).
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Por ello en una revisidn por Wang et al., (2009) describieron que ovocitos de baja
calidad tienen disfunciones relacionadas a la edad de los animales, entre las cuales
estdn incluidas: una disminucién del potencial de membrana mitocondrial, incremento
de dafios del ADN mitocondrial, aneuploidias cromosdmicas, incidencia de apoptosis, y
cambios en la expresion del gen mitocondrial. Todas estas disfunciones podrian
ocasionar un retraso en el desarrollo y alteraciones pre implantacion de los embriones.
También han sugerido que estos cambios mitocondriales pueden surgir de excesivas
moléculas reactivas de oxigeno (ROS) las cuales estan asociadas estrechamente con la
produccidn de energia oxidativa y la sobrecarga de calcio, todo ello puede inducir la
apertura de los poros de transicidon de la permeabilidad mitocondrial y la consecuente
inflamacién mitocondrial y por ello la apoptosis.

Otros experimentos determinaron que la edad de la donante influye en la
capacidad de sus ovocitos y su eficiencia en la produccién de embriones in vitro
(Armstrong, 2001), pudiéndose comprobar una menor competencia de los ovocitos
obtenidos de hembras prepuberes (Revel et al., 1995; Palma et al., 2008).

En algunos paises de Europa donde la produccién carnica involucra el sacrificio de

animales jévenes, la PIV podria estar basada en la recoleccidon de ovarios a partir de
terneros en lugar de nodrizas donantes (Gordon, 2003).
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue el de optimizar el método de

recuperacion de ovocitos para su posterior empleo en fecundacidn in vitro. Para ello se
hace necesario el andlisis de los principales factores que podrian influir en la
recuperacion y en la calidad de los mismos.

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

En consecuencia, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

Evaluar la eficiencia de dos técnicas de recuperacién de ovocitos (aspiracion y
slicing) de ovarios bovinos obtenidos de matadero.

Analizar la posible influencia de la aptitud productiva de las donantes sobre el
rendimiento y la calidad de los ovocitos recuperados

Determinar si el peso de los ovarios condiciona el rendimiento y la calidad de
los ovocitos recolectados.

Valorar la influencia de la fase del ciclo estral en la que se encuentran las
donantes en el rendimiento y calidad de los ovocitos recuperados.

Comprobar la rentabilidad del empleo de hembras muy jévenes (<12m)
sacrificadas en matadero como posibles donantes de ovocitos.

Evaluar el tamafio de los ovocitos recuperados en funcién de la edad de las

donantes como un indicador de la futura competencia de los mismos.
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MATERIAL Y METODOS

. OBTENCION Y TRANSPORTE DE LOS OVARIOS

Los ovarios fueron recogidos en un matadero de la Provincia de Lugo-Galicia,
matadero industrial COREN - NOVAFRIGSA, ubicado en Lamablanca (Coeses), situado a
20 min de la capital de Lugo.

Sélo fueron seleccionados para este estudio los ovarios que no presentaban signos
de alteraciones patoldgicas macroscopicas. Una vez recuperados los ovarios en la
cadena de sacrificio, fueron transportados inmediatamente al laboratorio de la unidad
de Obstetricia y Reproduccidn, situado en la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Santiago de Compostela, campus de Lugo. Para su transporte se utilizaron dos
recipientes (bolsas con cierre hermético) en los que se separaron los pares de ovarios
en funcién de la aptitud productiva de los animales (carnica o lactea). Los recipientes
contenian una solucién salina fisioldgica (SSF) al 0,9 % con antibidtico, penicilina
estreptomicina (100 000 UI/L y 125 mg/L, respectivamente). Los pares de ovarios se
mantuvieron en todo momento a una temperatura de 30-35 2C hasta su llegada al
laboratorio. Una vez alli se procedio a lavarlos tres veces con SSF.

Il.  CLASIFICACION DE LOS ANIMALES DONANTES DE OVARIOS

Para la clasificacidn de las hembras donantes, se emplearon los datos recogidos en
el Documento de Identificacion Bovino. De esta forma se comprobd que la mayor parte
de los animales pertenecian a las razas Frisona, Rubia Gallega y el colectivo “cruces”.
Debido a la ambigliedad de esta clasificacidn, se consideré mas eficaz dividir a los
individuos en funcién de su aptitud productiva.
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Figura 2. Reconocimiento de la aptitud productiva y recoleccién de ovarios en el matadero.

2.1.  Aptitud productiva

A lo largo de todo este trabajo hemos agrupado a las hembras del estudio en
funcién de su aptitud productiva en:

e Hembras de aptitud Carnica, aquellos animales cuyo fin primordial es la
produccidn de terneros/as cuyo destino sera el sacrificio. Son animales que no
son ordefiados para venta de leche.

e Hembras de aptitud Lechera, aquellos animales cuyo fin comercial es la
produccién de leche.
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2.2. Fase del Ciclo estral

A lo largo del estudio se ha valorado la influencia de las fases del ciclo estral,
teniendo en cuenta las siguientes consideraciones:

e  Fase folicular, ya que es el periodo de tiempo que va desde la regresion del
cuerpo lateo hasta la ovulacion, en este estudio se ha considerado que las
hembras se encontraban en esta fase cuando en el par de ovarios se
observaba un foliculo dominante en ausencia de cuerpo luteo. Ademas, para
tener la seguridad de que eran hembras ciclicas se busco la existencia de un
cuerpo blanco con el fin de confirmar que éste no fuese el primer ciclo estral
postparto.

e La fase lutea, tradicionalmente se considera como el periodo de tiempo que
va desde la ovulacién a la regresion del cuerpo IUteo. En este trabajo las
hembras fueron incluidas en esta categoria cuando los pares de ovarios
mostraban al menos un cuerpo luteo desarrollado.

Esta clasificacion fue realizada en el laboratorio para los experimentos dos y
tres, en los cuales se queria determinar la influencia del ciclo estral sobre el
rendimiento de ovocitos (Fig.3).

2.3. Edad

El dato sobre la edad de los animales fue recogido del Documento de
Identificacion Bovino, proporcionado por los Servicios Veterinarios Oficiales del
matadero Coren—Novafrigsa. En base a ello, los animales fueron agrupados en dos
categorias:

e Bovinos entre 7 y 12 meses de edad, a quienes se les denomind novillas

<12m.

e Bovinos mayores o iguales a 24 meses de edad, a quienes se les denomind

adultas 224m.
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Figura 3. Resumen de las diferentes etapas de los experimentos.
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lll. TECNICAS DE RECUPERACION DE OVOCITOS

Los ovocitos fueron recuperados de los ovarios utilizando las técnicas de slicing o
de aspiracion. Una actividad comin para ambas técnicas ha sido la eleccidn de los
foliculos cuyo rango esté entre 2 — 8 mm (Hendriksen et al., 2000; Gordon, 2003). El
objetivo del experimento 1 fue valorar el efecto de estas dos diferentes técnicas sobre
la recuperacion de ovocitos. El procedimiento de cada una de ellas se detalla a
continuacion:

3.1. Técnica de Aspiracion:

Mediante la técnica de aspiracién todos los foliculos visibles de 2-8 mm de
diametro fueron aspirados con una aguja de 18G x 1 % pulgada en una jeringa de 10mL
(Carolan et al., 1994). El liquido folicular recogido se depositaba en un tubo graduado
de 15mL contenido en un vaso de precipitacion protegido de la luz (Fig.4).

Figura 4. Técnica de aspiracion para la recoleccion de ovocitos

3.2 Técnica de Slicing:

La técnica de slicing consiste en seccionar longitudinalmente todos los foliculos
visibles de entre 2 a 8 mm con una hoja de bisturi (Das et al., 1996). Para ello, los
ovarios fueron secados en papel absorbente, posteriormente fueron fijados con
una pinza hemostatica por el extremo del hilio ovarico. A continuacidn los foliculos
grandes (> 8mm) (si los hubiera) eran seccionados y eliminados. El ovario fue
secado nuevamente y se seccionaron todos los foliculos visibles sobre un vaso de
precipitado con 25mL de medio de lavado TCM-199 mas heparina (0.4 Ul/mL).
Finalmente, el ovario fue sumergido en el medio y fue presionado sobre la pared
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del vaso (Fig. 5). La muestra de ovocitos contenida en el vaso fue vertida a un tubo
graduado para su precipitacion.

Figura 5. Técnica de slicing para la recoleccion de ovocitos

En ambas técnicas, tras 15 minutos de precipitacién, se procedié a tomar una
muestra del fondo del tubo con una pipeta Pasteur. El volumen de la muestra a
observar fue de 35mL. Posteriormente, la muestra fue depositada y extendida sobre
una placa Petri, previamente rayada a modo de cuadriculas para facilitar el recuento. Al
final se procedid a observar con una lupa estereoscopica (Nikon SMZ645) a 40X para su
clasificacion.

IV.  CLASIFICACION DE OVOCITOS

La clasificacién de los ovocitos recolectados fue determinada de acuerdo al
numero y compactacion de las células del cimulo, al grado de homogeneidad y al color
del citoplasma, en cinco clases (Fig.6), segliin estudios previos (Lonergan et al., 1991;
Carolan et al., 1992; Stojkovic et al., 2001; Gordon, 2003):

e Categoria A: ovocitos con muchas capas compactas de células del cumulo (>4),
zona pelicida bien definida y homogeneidad del citoplasma, (considerados muy
competentes para la maduracion in vitro).

e Categoria B: ovocitos con tres a cuatro capas compactas de células del cimulo,

zona pelucida bien definida y homogeneidad del citoplasma, (considerados
competentes para la maduracion in vitro).
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o Categoria C: ovocitos con menos de tres capas de células del cimulo, y ovocitos
rodeados con células del cumulo en forma incompleta (>50%)-ovocito algo
descubierto.

e Categoria D: ovocitos desnudos, se consideran ovocitos que no presentan células
del cimulo, y aquellos con muy pocas células del cimulo a su alrededor (< 50%).

o Categoria E: ovocitos con cimulo ya expandido.

Figura 6. Esquema de la categorizacion de ovocitos bovinos mediante observacién en el
estereoscopio.

A partir de esta clasificacion hemos dividido en ovocitos de calidad superior, para
aquellos ovocitos considerados como competentes o muy competentes para la
maduracién y fecundacion in vitro, es decir a la suma de las categorias A y B. Por otro
lado, ovocitos de calidad inferior, para aquellos que no se emplean en estos procesos,
categorias C,Dy E.
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V. DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 1. Influencia de la aptitud productiva y la técnica de recoleccién en la
recuperacion de ovocitos bovinos.

En este experimento se evalué la posible influencia de la aptitud productiva
del animal (carne o leche) y de la técnica de recoleccion de ovocitos (slicing o
aspiracion) sobre el rendimiento de los ovarios bovinos sacrificados en el
matadero.

Procedimos con la recogida sistemdtica, una vez por semana, durante los
meses de diciembre 2010 y enero-febrero 2011. En total realizamos diez recogidas,
de las cuales recuperamos un total de 360 ovarios. La mitad de ellos correspondian
a donantes de aptitud cdrnica y la otra mitad a los de aptitud lactea. Cada uno de
esos grupos fue dividido al azar en otros dos subgrupos para aplicar las dos
técnicas de recuperacion de ovocitos (Tab.2). Asi mismo, se determiné el tiempo
gue lleva la ejecuciéon de cada una de las técnicas.

Para evaluar el experimento se tomaron como indicadores el numero vy
porcentaje de ovocitos totales recuperados, asi como el nimero y porcentaje de
ovocitos de cada categoria.

Por otra parte, para completar el estudio, se decidié cronometrar el tiempo
empleado en la recuperacion de los ovocitos con cada una de las técnicas, asi como
el nimero de ovocitos recuperados por unidad de tiempo en cada técnica
(rendimiento de la técnica).

Tabla 2. Distribucion de las variables y tamafio de muestra del
Experimento 1.

Total
Aptitud Técnica N2 repet. N2 ovarios
Ovarios

Aspiracion 10 9 90
Carnica

Slicing 10 9 90

Aspiracion 10 9 90
Lactea

Slicing 10 9 90
Total 10 36 360
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Experimento 2. Influencia del peso del ovario, la aptitud productiva y la fase del ciclo
estral en la recuperacion de ovocitos bovinos.

Este experimento fue disefiado con el objetivo de determinar la posible
influencia del peso de los ovarios, de la aptitud productiva y de la fase del ciclo
estral sobre la recoleccién de ovocitos. Por lo que, en la sala de sacrificio se
recuperaron pares de ovarios en recipientes rotulados (bolsas) inmersos en SSF.
Los pares de ovarios se separaron segun la aptitud productiva del animal (carne o
leche), y posteriormente en funcidn de la fase del ciclo estral (litea o folicular)
(Tab.3). Los ovarios en anestro, con apariencias patoldgica o procedente de
animales gestantes fueron desechados.

En el laboratorio, los pares de ovarios fueron pesados en una balanza,
posteriormente los ovocitos fueron recolectados mediante la técnica de slicing y
fueron evaluados con la ayuda de una lupa estereoscdpica (Nikon SMZ645) a 40X.

Para evaluar el experimento se tomaron como indicadores el nimero vy
porcentaje de ovocitos totales recuperados, asi como el nimero y porcentaje de
ovocitos de cada categoria.

Tabla 3. Distribucion de las variables y tamaio de muestra del
Experimento 2.

Fase del N2 pares de  Total pares
Aptitud . Ne repet. . . p
Ciclo ovarios ovarios
Folicular 24 1 24
Carnica
Lutea 29 1 29
Folicular 24 1 24
Lactea
Lutea 28 1 28
Total 105
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Experimento 3. Influencia de la edad, fase del ciclo estral y peso de los ovarios en la
recuperacion de ovocitos bovinos.

Este ensayo fue disefiado para determinar la posible influencia de la edad y de
la fase del ciclo estral sobre la recuperacién de ovocitos bovinos. Este experimento
solo pudo realizarse en animales de aptitud cdrnica, ya que en el matadero
comercial en el que se realizé el estudio no se sacrificaban hembras bovinas
jévenes de aptitud lechera (Tab. 4). La recoleccion, transporte y seleccion de
ovarios se realizé siguiendo las consideraciones detalladas al principio de este
capitulo. Al igual que en el ensayo anterior, fueron desechados todos los ovarios
con signos de encontrarse en anestro o con alteraciones patolégicas visibles.

En el laboratorio, los pares de ovarios fueron pesados en una balanza,
posteriormente los ovocitos fueron recolectados mediante la técnica de slicing y
fueron evaluados con la ayuda de una lupa estereoscdépica (Nikon SMZ645) a 40X.

Tabla 4. Distribucion de las variables y tamafo de muestra del
Experimento 3.

F | Ne Total
EDAD (m) as_e de N2 repet. pa.r de ota 'par
Ciclo ovarios ovarios
Folicular 48 1 48
Novillas €12
Lutea 39 1 39
Folicular 7 1 7
Adultas > 24
Lutea 15 1 15
Total 109

Para evaluar el experimento se tomaron como indicadores el nimero vy
porcentaje de ovocitos totales recuperados, asi como el nimero y porcentaje de
ovocitos de cada categoria.
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Experimento 4. Relacion del diametro del ovocito con la edad de los donantes de
ovarios procedentes de matadero.

El presente trabajo fue realizado teniendo como base el procedimiento
técnico de recogida de ovarios del tercer experimento, para lo cual se tomaron al
azar un pool de ovocitos procedentes de ovarios de la misma edad y aptitud
productiva y se les midié el didametro a 10 de ellos (Tab.5). Para ello se empled

un microscopio eléctrico marca OLYMPUS con un ocular micrométrico graduado
OLYMPUS WHK 10X/20 (Fig.7).

Tabla 5. Distribucidn de las variables y tamafio de muestra del Experimento 4.

EDAD (m) Ne repet. Nro. Ovocitos Total Ovocitos

Novillas £ 12 2 10 20

Adultas 2 24 3 10 30
Total 50

Figura 7. Medida del diametro (um) de las distintas categorias de ovocitos (A, B, C, Dy E).




Material y Métodos

VI. ANALISIS ESTADISTICO.

El modelo linear general (GLM) ha sido utilizado para analizar los datos de la
influencia de los distintos factores (técnica de recuperacién, aptitud productiva, fase
del ciclo estral, y edad de los animales) y sus interacciones sobre el rendimiento de los
ovarios, medidos en base a la cantidad (nimero total) y calidad (superior e inferior) de
ovocitos recuperados. El test de Duncan sirvié como prueba de comparaciéon multiple
de medias al observarse diferencia significativas (P<0,05) entre tratamientos. Para la
influencia del peso de los ovarios se utilizd estadistica descriptiva de medidas de
tendencia central y de correlacidon de Pearson. Finalmente, para la tasa de rendimiento
por categorias de ovocitos utilizamos la prueba de chi cuadrado (Chi’). El programa
SPSS v19 sirvié para el procesamiento estadistico de los resultados.
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A continuacion se presentara los resultados de cada uno de los experimentos, no
sin antes dar a conocer que en todos los ensayos, referidos a la recuperacion de
ovocitos, la tasa de recuperacién de ovocitos de calidad superior (clases A y B) fue
siempre mayor a los de calidad inferior, independientemente de la aptitud productiva,
la fase del ciclo estral, el peso de los ovarios o la edad de las donantes (P<0,01) por lo
gue para evitar repetir continuamente sélo lo mencionaremos en el primer
experimento.

Experimento 1. Influencia de la aptitud productiva y la técnica de recoleccién en la
recuperacion de ovocitos bovinos.

Este primer experimento fue disefiado para que sirviera de base a los siguientes
ensayos. Por un lado evaluamos el posible efecto de la técnica de recoleccién sobre el
numero y la calidad de los ovocitos, cuyas conclusiones marcaron el disefio
experimental de los siguientes trabajos. Por otro, tratamos de evaluar si se observaban
diferencias en el nimero y calidad de los ovocitos en funcidn de la aptitud productiva.

Nuestros resultados indican que el empleo de la técnica de slicing fue mas eficaz
que la técnica convencional de aspiracion (P<0,05) (Tab.6). De esta forma con el slicing
se recuperaban casi dos veces mds ovocitos que con la aspiracion (11,2 vs 6,4
ovocitos). Otro resultado destacable es que mediante la técnica de slicing se
recuperaron un mayor nimero de ovocitos de calidad superior (categorias A y B) que
con la aspiracion (7,1 vs 3,0 ovocitos)(Fig. 8).

En todas las experiencias realizadas, el porcentaje de ovocitos recuperados de

calidad superior fue siempre mayor que los de calidad inferior (P<0,01). Pero se debe
destacar que cuando se empleaba la técnica de slicing el porcentaje de ovocitos de
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calidad superior era un 18% mas elevado (64,3% vs 46,6%) que cuando se empleaba la

aspiracion (Tab.6, Fig.8).

Tabla 6. Produccién de ovocitos bovinos por categorias segun la aptitud productiva y la técnica

utilizada para su recoleccion.

Categoria de ovocitos ( X+SD/ovario)

Total Ovocitos

. L. Ne
Aptitud Técnica .
ovarios —
B (¢ D E N2 ( X#SD)
Aspiracion 90  1,0%0,4° 1,7x0,4° 1,2+#0,8° 1,1#0,6° 0,7+0,5° 544 5,7+15°
Carnica
Slicing 90  3,6+1,3" 2,9+1,1° 1,9+1,0° 0,9+0,5° 1,0+0,6° 904 10,4+2,5°
Aspiracién 90  1,3+0,4° 1,8%0,7° 1,8+#1,6° 1,6+1,0° 0,5+0,3° 637 7,1%3,0°
Lechera
Slicing 90  5,3+2,6° 2,8+1,7° 1,7+1,1° 1,3+0,7° 1,2+#1,1° 1077 12,045,7"
Aspiracié6n 180  1,2#0,4° 1,8%0,6° 1,5#1,3° 1,3#0,9° 0,6%0,4° 1181 6,4+2,4°
Total  Slicing 180  4,3+2,1° 2,8+1,4° 1,8+1,0° 1,1+0,6° 1,10,9° 1981 11,2+4,3"
MediaTotal 360 2,7+2,2 2,3%1,2 1,7#1,1 1,2%0,7 0,8+0,7 3162 8,8%4,2

2P| etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, P<0,05.

El analisis estadistico ha demostrado que no existen diferencias significativas
atribuibles a la aptitud de los animales, observando una distribucion muy similar

(Tab.6).
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Figura 8. Diferencias en la distribucion porcentual de las categorias
de ovocitos bovinos recuperados en matadero segtn técnica
utilizada (P<0,05).

mA B P C D E

289 W@ 237 20,7 91
ASPIRACION .— \

249 RO, 0.9 808
SLICING 1 |\ ——a
0% 20% 40% 60% 80% 100%

A pesar de que, aparentemente, es notablemente mas rentable emplear la técnica de
slicing, ya que obtenemos una mayor numero de ovocitos por ovario y un mayor
porcentaje de ovocitos de calidad superior, se decidié evaluar el parametro tiempo por
si éste podria ser un factor a tener en cuenta a la hora de aplicar esta técnica.

Para ello se cronometraron cada uno de los ensayos realizados, realizando un
analisis estadistico de los mismos. Asi, se comprobd que recuperar los ovocitos de un
ovario mediante aspiracion requeria de 2’13” por término medio, mientras que si se
empleaba el slicing se tardaba un minuto mas (3’'15”).

Sin embargo, cuando se evaluaba el rendimiento de la técnica, es decir cuanto
tiempo se empleaba para recuperar un ovocito, se comprobd que mediante el slicing
sélo se necesitaban 18”/ovocito, mientras que este tiempo se incrementaba de forma
significativa (p<0,05) cuando se empleaba la aspiracion (23”).
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Tabla 7. Resumen de las caracteristicas de recuperacion de ovocitos segun técnica
utilizada.

Total ovocitos  Categoria ( X+SD/ovar) Rendimiento

(-]

ovarios — Mi
Ne X+SD Superior Inferior m./ Seg/
ovario ovocito

Técnica

Aspiracién 180 1181 6,4+2,4° 3,0+0,7°(47%) 3,4¥2,1°  2°13" 23"°

Slicing 180 1981 11,2+¢4,3° 7,2+2,8°(64%) 4,0+1,9° 315"  18"°
Media 360 3162  8,8+4,2 5,143,0 3,742,0 20,4"
Total

" Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, P<0,05.

Experimento 2. Influencia del peso del ovario, la aptitud productiva y la fase del ciclo
estral en la recuperacion de ovocitos bovinos

Tras haber comprobado que la técnica de slicing parece ser la mds adecuada para
recuperar un mayor niumero de ovocitos y de mayor calidad, se disefié este segundo
experimento en el que intentamos valorar el efecto del peso de los ovarios, la fase del
ciclo estral y la aptitud productiva sobre el nimero y calidad de los ovocitos
recuperados. Se perseguia saber si era mas rentable recoger en el matadero ovarios
procedentes de una determinada fase del ciclo estral y de un tamafio determinado, o si
por el contrario era indiferente. A pesar de que en el experimento previo no
apreciamos diferencias significativas en funcidn de la aptitud productiva de los
animales, decidimos incluirla en este analisis para eliminar posibles efectos confusores.

El peso ovdrico influyd estadisticamente en todos los pardmetros evaluados
(P<0,01), por lo que se incluyéd en el modelo como cofactor para los sucesivos
experimentos. Los resultados obtenidos se detallan en la Figura 9. Como se puede
apreciar, seglin aumenta el peso del ovario, aumenta de forma lineal el nimero de
ovocitos recolectados. Esta situacion se produce tanto en los ovocitos de calidad
superior como en los de calidad inferior

No hemos apreciado diferencias en cuanto al nimero y calidad de ovocitos
recuperados en funcion de la fase del ciclo estral (P<0,05), tal y como se muestra en la
Tabla 8.
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Figura 9. Diferencias en la relacion del peso del ovario (par) con el nimero de ovocitos
recuperados segun categorias superior o inferior (P<0,01).

50

40 Correlacion Pearson=0.38;
R”2 Linear=0.14

N° ovoc.superiores

507

407 Correlacion Pearson=0.27;

R”2 Linear=0.07

N° ovoc. inferiores

Peso del ovario

Tal y como se esperaba la aptitud productiva tampoco mostrd ningun tipo de influencia
ni sobre el nimero total ni sobre la calidad de los ovocitos recuperados (P>0,05).
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Ademas, tampoco se encontraron diferencias significativas de la interaccién aptitud
productiva por fase del ciclo estral (Tab.8).

Tabla 8. Produccion de ovocitos recuperados segun aptitud productiva y fase del ciclo estral
en bovinos.

Categoria ( X+SD/anim) Total

Factor Ovarios

(par) ) ) - ) -

Superior Inferior XiSD/anim N2

Segun aptitud ™
Carne 53 16,5 18,2 10,9+6,7 27,4 +13,2 1451
Leche 52 19,6 £ 8,8 10,5+6,6 30,0£13,4 1562
Seglin Fase ™
Folicular 48 17,5+ 8,9 10,4+6,3 27,9+12,9 1341
Latea 57 18,5+8,3 10,9+6,9 29,3+13,7 1672
Media Total 105 18,0+ 8,6 10,7 £ 6,7 28,7 +13,3 3013

ns: sin diferencia significativa dentro y entre factores.

Experimento 3. Influencia de la edad, fase del ciclo estral y peso de los ovarios en la
recuperacion de ovocitos bovinos

En la Comunidad Autdnoma de Galicia, debido a condiciones de mercado
peculiares se puede encontrar un elevado nimero de hembras bovinas sacrificadas con
menos de 12 meses de edad. Por ello, se ha intentado evaluar la posibilidad de
emplear este colectivo de individuos como donantes de ovocitos desde el punto de
vista de rendimiento, tanto en numero total como en calidad de los ovocitos
recolectados.

Este estudio fue realizado exclusivamente en animales de razas carnicas, ya que,

en el matadero en el que se realizd el estudio no se sacrificaban hembras de aptitud
lactea jovenes.
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Asi, se comprobé que se recuperaba un mayor niumero de ovocitos en los animales
mas jovenes (29,3 vs 25,0), siendo estas diferencias significativas (P<0,05). Sin
embargo, cuando se estudiaban estas diferencias en funcidon de la calidad de los
ovocitos, se aprecid que el numero de ovocitos de calidad superior (es decir,
madurables) era similar tanto en novillas como en hembras adultas (Tab.9 y Fig. 10).
Por lo tanto, de los ovarios de novillas se recuperaban mds ovocitos, pero la diferencia
era debida a los ovocitos de calidad inferior (no madurables).

Tabla 9. Produccion de ovocitos recuperados de bovino de carne sacrificados en matadero
segun edad de donantes.

DONANTES Categoria, X+SD/anim Total ovocitos
Edad(m) N Superior Inferior X+SD n
Novillas < 12 87 16,7+12,5° 12,78,6° 29,3+19,5° 2551
Adultas > 24 22 15,8+10,2° 9,248 4° 25,0£17,3° 549
Media Total 109 16,5+12,1 12,048,6 28,4+19,1 3100

2P | etras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, P<0,05.
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Novillas <12 m

Adultas =2 24 m

B Superior

56,8*

_

63,22

Inferior

Figura 10. Diferencias en la distribucidn porcentual de las categorias
de ovocitos bovinos segtin edad de donantes (P<0,05).

43,2b

36,8

Finalmente, no se apreciaron diferencias significativas en la interaccién entre la
edad y la fase del ciclo estral ni en el nimero total de ovocitos ni cuando se tenia en
cuenta la calidad de los mismos (Tab.10).

Tabla 10. Produccion de ovocitos recuperados de ganado de carne segun edad y fase del ciclo

estral.
Caracteristicas de donantes Categoria, X*SD/anim. Total
Edad (m) Fases™ N Superior Inferior X+SD
Folicular 48 16,4+13,1 12,3+9,0 28,7+20,5
Novillas <12
Lutea 39 16,9£11,9 13,218,3 30,1+18,4
Folicular 7 18,0+7,9 9,949,3 27,9+16,2
Vacas 224
Lutea 15 14,7411,3 8,318,2 23,6+18,1

ns: sin diferencia significativa.
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Experimento 4. Relacién del didmetro del ovocito con la edad de las donantes de
ovarios procedentes de matadero

Este ultimo ensayo fue realizado empleando los ovocitos recolectados en el
experimento anterior. El objetivo de este experimento era comprobar si la edad podria
afectar al diametro de los ovocitos.

Para ello hemos procedido a medir el diametro de diez ovocitos recolectados en el
experimento lll, evaluando el posible efecto de la edad sobre el tamafio de los mismos.

En todas las categorias (A, B, C, D y E) el didametro de los ovocitos en vacas adultas
son superiores a los de novillas (P<0.05). Asimismo, en general, el rango en vacas
adultas superan los 132um mientras que en novillas son inferiores (Tab.11).

Tabla 11. Diametro (um) de las distintas categorias de ovocitos bovinos de carne segtn la
edad.

CATEGORIAS DE OVOCITOS ( X+SD)

EDAD n Media por
(m) Edad
A B C D E
Novillas a a a a a a
<p 20 1305:9,57 127,0£10,8" 131,0:125% 129,0+14,1° 130,010,8" 129,5¢11,5
A‘i“zlzas 30 138,0+14,5° 136,7+13,5° 141,3+8,6° 138,3+12,3" 141,3+10,1° 139,1+12,0°

Media
Total 50 1350£131 132,8£133 1372:11,4 134,6:137 1368117 1353+127

13 - N . N N T
®? Letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas, P<0,05.
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DISCUSION

En las dltimas décadas se han producido numerosos cambios en los
procedimientos utilizados para la PIV de embriones bovinos. Aunque la eficiencia de
estas técnicas ha ido mejorando, tan sélo se ha logrado que el 30-40% de los ovocitos
madurados in vitro evolucionen a blastocistos, mientras que en el caso de los
madurados in vivo, y posteriormente sometidos a fecundacion y cultivo in vitro, este
porcentaje se sitla en torno al 60% (Rizos et al., 2002).

Es ampliamente aceptado que la calidad de los ovocitos es el principal factor que
afecta a la produccién de blastocistos en los sistemas de produccién in vitro (Rizos et
al., 2002). Ademas, la posterior morfologia del embridn y su capacidad de desarrollo
estaran relacionados con la posibilidad de que se establezca una gestacion y en que
pueda nacer un ternero vivo (Lindner y Wright, 1983).

En el ganado bovino una de las técnicas mas empleadas para la obtencidn de
ovocitos para FIV es el aprovechamiento de ovarios procedentes de animales
sacrificados en mataderos comerciales. Este método permite disponer de gran
cantidad de ovocitos de manera simultdnea, por lo que resulta muy util para producir
un gran numero de embriones de bajo coste.

Debe tenerse en cuenta que para un mejor aprovechamiento de este material
bioldgico es necesario analizar los factores que podrian influir en el rendimiento y en la
eficiencia de las técnicas de recuperacion de los ovocitos, como un primer paso en la
tecnologia de produccién de embriones in vitro.

Para ello, en este estudio fueron disefiados cuatro experimentos que permitieron
comprobar la influencia de la técnica de recoleccion, la aptitud de los animales, la fase
del ciclo estral, el peso de los ovarios y la edad de los animales en la recuperacién de
ovocitos a partir de ovarios recogidos en matadero.
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I. LA TECNICA DE RECUPERACION DE OVOCITOS

El primer experimento fue disefiado con el fin de determinar cudl seria el método
de recoleccion mas eficaz para recuperar mayor nimero de ovocitos y de elevada
calidad. De esta forma, mediante el presente experimento se pudo comprobar que el
empleo del slicing permitia recuperar casi el doble de ovocitos que la técnica
convencional de aspiracién (11,2 vs 6,4 ovocitos).

La mayor eficacia de esta técnica ya habia sido puesta de manifiesto en diversas
especies, como vacunos (Hamano y Kuwayama, 1993; Carolan et al., 1994; Hernandez-
Fernandez et al., 2010), en caprinos (Martino et al., 1994; Pawshe et al., 1994), en
ovinos (Wani et al., 2000; Shirazi et al., 2005; Petrean et al., 2010) y en bufalas (Das et
al., 1996)

Este mayor rendimiento obtenido mediante el slicing podria deberse a que esta
técnica no solo permite recuperar los ovocitos a partir de los foliculos superficiales,
sino también de aquellos ubicados en areas mas profundas de la corteza-estroma (Das
et al., 1996). Este hecho permitiria duplicar la recuperacion de ovocitos si se compara
con aquellos recolectados en una sola zona (Arlotto et al., 1996). Por lo tanto, el menor
rendimiento de la aspiracion, respecto del slicing, podria deberse a que en la aspiracion
solo se recuperarian los foliculos observables en la superficie ovarica, mientras que el
slicing permitiria recuperar también los que se encuentran debajo de la corteza
(Pawshe et al., 1994). Evidentemente esta técnica seria la mas indicada cuando
tratasemos de recuperar el mayor nimero posible de ovocitos en hembras de elevado
valor genético.

Gordon (2003) propuso la combinaciéon de ambas técnicas, una aspiracién folicular
preliminar seguida de un slicing, para mejorar la eficacia individual de cada una de las
técnicas, sin embargo no fue capaz de observar ninguna mejoria ni en el nimero de
ovocitos recuperados ni en la calidad de los mismos respecto al slicing.

En este sentido nuestros resultados con el slicing son semejantes a los descritos
por Hernandez-Fernandez et al., (2010), pero inferiores a Suss et al., (1988), y Carolan
et al., (1994). Probablemente estas diferencias se deban a que estos autores
eliminaron el cuerpo luteo antes de proceder a la diseccidn del ovario y esta practica
podria aumentar el nimero de ovocitos recuperados al contar con una mayor
superficie de corte.

En nuestro experimento también se recuperaron un menor nimero de ovocitos
gue Hamano y Kuwayama (1993). Sin embargo, estos autores utilizaban la técnica de
“cutting”, una modificacién del slicing, consistente en cortar la superficie y el interior
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del ovario con un set de 10 cuchillas separadas cada 2 mm, con lo que se consigue la
recuperacion de ovocitos de todo el ovario.

Por otro lado, en este experimento también se pudo comprobar que mediante el
slicing se recuperaba mayor nimero de ovocitos de alta calidad (categorias A y B), los
gue se podrian considerar ovocitos con capacidad para madurar. De esta forma, en
nuestro estudio obtuvimos que el 64,3% de los ovocitos recuperados mediante el
slicing eran de calidad superior. Sin embargo, esta cifra disminuia hasta el 46,6%
cuando se empleaba la aspiracidén como técnica de recuperacion. La posible explicacion
a estas diferencias, podria deberse en gran medida a que los ovocitos recuperados
mediante slicing no sufren traumas significativos que provoquen la destruccién de las
células del cumulo, lo cual es inevitable con la técnica de aspiracidn. Asi, la aspiracién
provoca fricciones con los bordes internos de la aguja ocasionando mayor destruccién
de las células del cimulo y por ello menores tasas de ovocitos de calidad superior.
Existen estudios que se han centrado en evaluar el impacto del didmetro de la aguja,
del tamafio de la jeringa y de la presion empleada en la aspiracion (Fry et al., 1997), ya
que todos estos factores condicionan la calidad de los ovocitos recuperados mediante
esta técnica.

Por lo tanto, en términos de eficiencia (tasa de recuperacion de ovocitos de
calidad superior), la técnica del slicing arrojé resultados semejantes a Hernandez-
Fernandez et al., (2010) y superiores a Carolan et al., 1994.

Una vez determinado que mediante el slicing se conseguia un excelente
rendimiento y eficiencia en ovarios recuperados en el matadero, se estudié si el tiempo
necesario para realizar esta técnica podria llegar a ser un factor limitante.

Asi, por un lado se cuantificé el tiempo necesario para recuperar los ovocitos de un
ovario mediante las dos técnicas de recoleccidn (aspiracion vy slicing), y por el otro se
evalud el tiempo requerido para recuperar un ovocito.

En términos de eficiencia en funcién del tiempo invertido, la aspiracidon de los
ovocitos visibles en un ovario requirié de 213", casi un minuto menos que el utilizado
en realizar el slicing (3'15”), sin ser estas diferencias significativas. Con estos datos, no
parece que el factor tiempo pudiese condicionar el empleo de esta técnica.

Ademas, cuando se profundizaba en el estudio de este factor y evaludbamos
cuanto tiempo se empleaba para recuperar un ovocito con cada técnica, se comprobd
que el slicing era significativamente mds eficaz que la aspiracién ya que sdlo se
necesitaban de 18 segundos para recuperar un ovocito, mientras que en el caso de la
aspiracion se empleaba una media de 23 segundos. Estas diferencias eran debidas a
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que la técnica de slicing permitia recuperar el doble de ovocitos por ovario y tan sélo se
necesitaba un minuto mas para realizarlo.

Por todo ello, desde un punto de vista practico el empleo del slicing es mas eficaz
tanto en el nimero de ovocitos recuperados como en la calidad de los mismos.
Ademas, el mayor tiempo requerido para recuperar los ovocitos de un ovario mediante
el slicing queda diluido cuando evaluamos el tiempo necesario para recuperar cada
ovocito

Il. LA APTITUD PRODUCTIVA

A lo largo de los experimentos uno y dos se evalué la posible influencia de la
aptitud productiva sobre la recuperacién de ovocitos de ovarios recogidos en
mataderos comerciales. Debe tenerse en cuenta que cuando se habla de aptitud
productiva este concepto no sdélo indica la capacidad genética de los animales para
tener una determinada produccidon (carne o leche), sino que también engloba las
diferencias de manejo a la que estdn sometidos los animales en funciéon de su
produccién (animales productores de leche en regimenes intensivos, frente a animales
no ordefiados criados en regimenes semi-extensivos).

Existen discrepancias en cuanto a la existencia de diferencias en el rendimiento
reproductivo entre vacas de aptitud cdrnica y lechera (Oltenacu et al., 1991; Santos et
al., 2004) que parecen indicar una mejor fertilidad en las razas de aptitud cdrnica.
Ademas en las ultimas décadas se ha detectado un marcado descenso en la fertilidad
en las hembras lecheras (Lucy, 2001; Rodriguez-Martinez et al., 2008). No se sabe si
estas diferencias estdn causadas por factores intrinsecos que afectan al potencial
reproductivo de los animales o si esos cambios pueden ser debidos a nuevas
situaciones de manejo provocadas por el aumento del tamafio de los rebafios
(Abraham et al., 2012). Ademas, hay pocos estudios que comparan el nimero y la
calidad de ovocitos recuperados de ovarios en las distintas razas de ganado bovino.

Por ello, la hipdtesis de trabajo era que el ganado de aptitud carnica, criado
generalmente en forma semi-extensiva, en pastoreo, y a priori, sometido a menor
estrés metabdlico, podria presentar diferencias en el desarrollo folicular respecto de
las hembras de aptitud lechera, y este hecho podria influir en el nimero y/o calidad de
los ovocitos recuperados.

Sin embargo, en nuestro estudio no hemos encontrado ningun tipo de influencia
de la aptitud sobre la recuperacion de los ovocitos, ni sobre el nimero de ovocitos
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recolectados ni sobre la calidad de los mismos; estos hallazgos estdn de acuerdo con lo
descrito por Abraham et al. (2012). Ya en 1990, Lonergan describia que parecia existir
una marcada uniformidad en el nUmero de ovocitos encontrados en distintas razas
bovinas europeas.

Sin embargo, ciertos estudios indican que la raza deberia ser tenida en cuenta, ya
gue se aprecian diferencias atribuibles a ella en el desarrollo embrionario temprano
durante la produccion de embriones in vitro (Abraham et al., 2012), que podran
atribuirse a diferencias en la calidad de los ovocitos.

Por ello, a pesar de que la aptitud productiva no resulté significativa, se decidié
mantener este factor en los siguientes experimentos para eliminar el posible efecto
sobre otras variables.

lll. EL PESO DE LOS OVARIOS

La relacion existente entre el ovario, sus gametos y la fertilidad de la hembra es un
supuesto de muchos afios en la biologia reproductiva (te Velde y Pearson, 2002). Por
ello, se consideré conveniente estudiar la influencia del peso de los ovarios (como
reflejo del tamano de los mismos) en la capacidad de recuperacién de ovocitos.

Los ovarios recuperados de matadero para este estudio presentaron un peso
medio de 28,695+13,66g, no apreciando diferencias ni en funcion de la fase del ciclo
estral ni en funcidon de la aptitud productiva. Sin embargo, el andlisis de resultados
permitié comprobar la existencia de diferencias significativas en relacién al peso de los
ovarios respecto a la recuperacién de ovocitos, tanto en el nimero total de ovocitos
como por categorias. Una relaciéon semejante fue descrita también por otros autores
(Erickson, 1966b; Cushman et al., 1999; Burns et al., 2005) cuando relacionaban el
tamafio de los ovarios bovinos con el nimero de foliculos.

También encontramos una tendencia lineal de relacion directa entre peso de
ovarios y nimero de ovocitos de calidad superior e inferior (Fig.9). Situacidon semejante
fue descrita por Palma et al., (2008) e Ireland et al., (2011), quienes indicaron que los
ovarios mas pequefios tienen bajo nimero de foliculos antrales y una disminucién
marcada del nimero total de foliculos y ovocitos morfoldgicamente utiles. La situacion
opuesta fue descrita cuando se trataba de ovarios grandes. A priori, parece facilmente
justificable, ya que si en el macho una mayor circunferencia escrotal se relaciona con
mayor cantidad y calidad de los espermatozoides (Gipson et al., 1985), una situacién
similar deberia producirse con los ovarios de mayor tamario.
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Este aspecto cobra una gran importancia prdctica, puesto que podemos inferir que
a mayor peso de los ovarios se recogerd mayor cantidad de ovocitos y de mejor
calidad. Es decir que, independientemente de la fase del ciclo estral o de la aptitud
productiva del animal, a la hora de elegir ovarios es importante tener en cuenta el
tamafio de los mismos.

Por todo ello y para evitar este sesgo, el peso fue introducido como cofactor en los
experimentos dos y tres. Debe tenerse en cuenta que al introducir como cofactor el
peso del ovario permite observar mas claramente la ausencia de efecto de la fase del
ciclo estral, ya que de no hacerlo, es posible que los ovarios que presentasen cuerpo
[Uteo pudiesen presentar una mayor cantidad de ovocitos recolectables.

IV. LA FASE DEL CICLO ESTRAL

Otro de los factores que parece influir sobre la competencia de los ovocitos es la
etapa del ciclo estral en la que se encuentra la hembra, aunque generalmente este
aspecto no se tiene en cuenta a la hora de recolectar ovocitos (Leibfried y First, 1979;
Fukui y Sakuma, 1980; Sirard et al., 2006).

Previo a la discusién de nuestros experimentos 2 y 3 debemos aclarar que hubo
mayor cantidad de animales que presentaban una estructura luteinica en el momento
de recolectar los pares de ovarios. Esto era esperable debido a la mayor duracion de
esta fase con respecto a la folicular.

Algunos trabajos afirman que la presencia del cuerpo IUteo en los ovarios reduce
nimero y/o calidad de los ovocitos recolectados (Moreno et al., 1992; Wani et al.,
1999). Del mismo modo que la fase del ciclo estral tiene una clara influencia sobre la
capacidad de los ovocitos (Hagemann et al., 1999; Nagai, 2001). Esta capacidad esta
relacionada con el potencial del ovocito para completar con su crecimiento vy
maduracién, llevar a cabo la meiosis y evolucionar a blastocisto. Por lo que, para el
presente experimento se ha sugerido que la fase del ciclo estral podria influir en el
numero y la calidad de los ovocitos recolectados.

A la luz de nuestros resultados la fase del ciclo estral no parece influir ni en la
cantidad ni en la calidad de ovocitos recuperados. Esto nos indica que, a pesar del
espacio que ocupan el (los) cuerpo(s) liteo(s) durante la fase lGtea en gran parte del
ovario y a la accién de inhibicién ejercida por la progesterona sobre el crecimiento de
los foliculos (Rahe et al., 1980; Walters et al., 1984), el numero de ovocitos
recuperados mediante slicing durante esta fase no se vio afectado.
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Sin embargo, para Salomone et al., (1999), |a fase de crecimiento folicular (dias 1-3
del ciclo estral) presentan mayor cantidad y calidad de recuperacién de ovocitos que
en la fase regresiva del desarrollo folicular (dias 5-6). Es de entender que el
planteamiento es distinto, estos autores realizan un seguimiento detallado de los
ovarios de los animales, estudiando la oleada de crecimiento folicular. Sin embargo,
esta opcién no es aplicable cuando se trata de ir al matadero para obtener los ovarios
gue nos permitan recuperar los ovocitos para el sistema de produccién de embriones
in vitro, sin disponer de informacidén previa de los animales.

Nuestros resultados confirman lo descrito por Suss et al., (1988) quienes no
encontraron correlacién entre CCOs y la fase del ciclo estral. Por lo que, en términos
practicos en la rutina de laboratorio de conseguir ovarios para someter ovocitos a la
FIV, da igual la fase del ciclo estral en la que se encuentre los ovarios obtenidos del
matadero.

V. LAEDAD

Al analizar este factor, debemos destacar que diversos autores sospechan que la
edad juega un papel importante en la competencia de desarrollo de los ovocitos
bovinos, pero aun esta poco claro si existen diferencias en la calidad de los ovocitos en
funcién de la edad de los animales (Presicce et al., 1997; Rizos et al., 2005; Su et al.,
2012).

Presicce et al. (1997) describieron que las novillas prepuberes (5, 7 m de edad)
producen mayor numero de ovocitos de calidad (tipos A y B), pero que presentan una
menor capacidad para su posterior desarrollo a blastocisto comparado con las adultas.
Y de otro lado aquellas pospuberales (11 m) tienen una capacidad de desarrollo similar
a las de adultas (40 vs 45% respectivamente).

La utilizacién de animales jévenes como fuente de ovocitos constituye un area de
mucho interés para la produccion de embriones debido a la ventaja que resulta acortar
el intervalo generacional, con la consecuente aceleracion de la tasa de ganancia
genética (Lohuis, 1995; Duby et al., 1996; Khatir et al., 1998). Motivo por el cual en el
tercer y cuarto ensayo se decidid comparar los ovocitos de novillas con animales
adultos.

En nuestro estudio hemos empleado exclusivamente hembras de aptitud carnica,
debido a que en la CCAA de Galicia se sacrifica un importante nimero de animales de
aptitud cérnica de menos de 12 meses de edad. Este colectivo podria ser una fuente
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interesante y econdmica para la obtencion de ovocitos, por lo que se decidié evaluar
esta posibilidad. Debemos justificar que este estudio no se ha realizado en hembras de
aptitud lactea porque el porcentaje de animales sacrificados pertenecientes a ese
rango de edad era practicamente despreciable.

Hemos recuperado mayor cantidad de ovocitos en las novillas que en las vacas
adultas. Estos resultados concuerdan con las evidencias mostradas en bovinos
(Erickson, 1966 a,b), porcino (Black y Erickson, 1968), ovino (McNatty et al., 1995;
Steckler et al., 2005), cabras (Martino et al., 1994; Pawshe et al.,, 1994) y seres
humanos (Lobo, 2003). Esta relacién ciertamente es evidente toda vez que a medida
que transcurre la edad existe una tendencia a la disminucién por degeneracién o
atresia folicular del pool de foliculos con que nace cada especie.

A pesar de ello, cuando se profundiza en el estudio se aprecia que las diferencias
son debidas al nimero de ovocitos de baja calidad. Es decir, no se aprecian diferencias
significativas entre las hembras jovenes y las vacas adultas en el numero ovocitos
transferibles (de alta calidad), por lo que las diferencias encontradas son debidas a que
las novillas tienen un mayor nimero de ovocitos de baja calidad que las hembras
adultas.

Estas diferencias podrian ser debidas al propio crecimiento folicular que tienen los
animales prepuberes y puberes cuyos ovocitos experimentan notables cambios ultra
estructurales durante la fase de crecimiento. La fase de crecimiento del ovocito incluye
una serie de cambios de organelas e inclusiones, como también un periodo de
transcripcién del ovocito, las cuales son necesarias para que el ovocito logre las
capacidades para reanudar la meiosis y el correspondiente desarrollo (Hyttel et al.,
1986).

De otro lado nuestros resultados permitieron definir que no existen diferencias en
la interaccién de edad por fases del ciclo estral para ovocitos totales y ni de los de
mejor calidad (Tab.10), lo cual indica que para efectos de MIV-FIV es indiferente la
fase, por lo que seria inutil invertir esfuerzos en separar ovocitos de los ovarios
correspondientes a cada fase.

VI. EL DIAMETRO DEL OVOCITO

La medida del didmetro ovocitario puede ser una herramienta practica para
seleccionar ovocitos competentes, y de considerable importancia cuando se trata de
colectar a partir del pool de foliculos (Hyttel et al., 1997; Otoi et al., 1997). Para Hyttel
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et al.(1997) los ovocitos adquieren plena capacidad para completar la maduracion
meidtica a Mll y soportar el desarrollo embrionario cuando superan los 110pum. Por su
parte, Otoi et al (1997) consideran que la capacidad meidtica se adquiere a partir de los
115um, y la capacidad de desarrollo para llegar a blastocisto la adquieren a partir de
las 120um. Este es el motivo por el que algunos estudios seleccionan sus ovocitos a
partir esta medida (Eppig et al., 1998; Albarracin, 2005).

Aparentemente, los ovocitos de mas de 120um ya han culminado la sintesis de
ARN vy estan caracterizados por la presencia de cromatina altamente condensada,
encapsulado en un nucléolo fibrilar electrodenso dentro de un nucleo periféricamente
localizado (Fair et al., 1996). Estos hechos parecen estar estrechamente relacionados
con la transcripcion del ARN y con el logro de las capacidades del ovocito (Fair et al.,
1995).

En el apartado anterior se comprobé que desde un punto de vista del rendimiento
se podrian emplear como donantes de ovocitos hembras de menos de 12 meses de
edad. Sin embargo, a pesar de que aparentemente la calidad de los ovocitos era
similar, se decidié investigar si existian diferencias en el diametro de los ovocitos, como
un posible indicador de la competencia para el desarrollo de los mismos.

Asi, el experimento cuatro confirmé que, en nuestro estudio, el didmetro de los
ovocitos de las novillas era significativamente mas pequefio que el de las vacas adultas.

En nuestro estudio el didametro medio de los ovocitos de las hembras jovenes era
de 129,5um significativamente mds pequefio que los de las hembras adultas
(139,1um). Debemos indicar que nuestros resultados en vacas adultas son semejantes
a lo encontrado por Carolan et al., (1994). Es ldgico pensar que el diametro del ovocito
vaya aumentando en relacion al incremento del numero y tamafio de las organelas y
las inclusiones de su citoplasma. Asi lo ha confirmado Hyttel et al., (1997) al encontrar
que en el citoplasma, un nimero de organelas e inclusiones como el complejo de golgi,
reticulo endoplasmico liso, gotas de lipidos y delimitadas vesiculas de membrana, se
estan desarrollando gradualmente y sometiéndose a una dislocacion periférica. Asi,
aparecen ciertas estructuras especificas de los ovocitos en el foliculo secundario como
granulos corticales y de la zona pelicida. También, hacia el final del crecimiento
ovocitario aparece la cresta mitocondrial (Hyttel et al., 1997).

Otro hecho destacable es que los ovocitos de las novillas superan ampliamente los
120um de diametro, cifra considerada por muchos autores como determinante para la
futura competencia de los ovocitos. Este hecho apoyaria el empleo de estas hembras
jévenes como donantes de ovocitos para la fecundacién in vitro.
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A pesar de que las pruebas realizadas en nuestro estudio son favorables al empleo
de las hembras entre 7 y 12 meses de edad, deberian realizarse mds estudios que
envuelvan la maduracidn, fecundacidn y transferencia que confirmen esta hipétesis.
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La técnica slicing para la recuperacidon de ovocitos de ovarios procedentes de
matadero es mas eficiente que la técnica de aspiracién. Con la técnica slicing se
obtienen mdas ovocitos y de mejor calidad. A pesar de que el procedimiento de
slicing parece ser mas lento, esta técnica aumenta la eficiencia del proceso, ya que
obtenemos mayor nimero de ovocitos de calidad superior (mas capacitados para la
maduracién) por unidad de tiempo.

La aptitud productiva de los animales no influye en la recuperacién de ovocitos ni
en la cantidad ni en la calidad.

El peso condiciona la cantidad y la calidad de los ovocitos recuperados. Los ovarios
de mayores dimensiones incrementan el rendimiento de la técnica del slicing.

La fase del ciclo estral en la que se encuentran los animales no influye sobre la
recuperacion de ovocitos cuando se emplea el slicing

Aparentemente se pueden emplear hembras jovenes sacrificadas en matadero
como donantes de ovocitos ya que la edad no influye en la calidad de los ovocitos
recuperados.

A pesar de que el didametro de los ovocitos recuperados en las hembras jovenes era
inferior al de las vacas adultas, su tamafio es superior a las cifras consideradas como
limite para asegurar la competencia. A pesar de ello, seria necesario realizar
pruebas de maduracion, fecundacién y transferencia que demuestren que se
pueden emplear de forma rutinaria en FIV.
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