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RESUMEN

Esta investigacion se llevé a cabo para determinar el efecto del cuerpo liteo sobre la
tasa de clivaje de los ovocitos bovinos provenientes del Camal Municipal de Cuenca
y sSu posterior competencia para desarrollarse a blastocistos y tolerar la
criopreservacion. Los ovarios se obtuvieron de vacas no prefiadas, con un cuerpo
lateo (CL) en un ovario (ipsilateral, grupo 1, CCL) y sin CL en el ovario contralateral
(grupo 2; SCL), y de vacas sin CL en los dos ovarios (control, grupo 3; C). Los
complejos camulo-ovocitos (COC’s) se categorizaron y se incluyeron unicamente los
aptos (A y B) para la maduracion por 18-24 horas. Los COC’s fueron fecundados in
vitro y los blastocistos obtenidos criopreservados mediante vitrificacion o congelacion.
De los 348 ovarios procesados se obtuvieron 2532 ovocitos en 13 repeticiones, que,
de acuerdo a la calidad, el 63,8% correspondieron a las categorias (A'y B) aptos y el
36,2% a las (C y D) no aptos. La proporcion de ovocitos AB fue mayor (P<0,05) en
CCL (66,6%) que en SCL (61,9%) y C (62,7%). Una mayor proporcion de ovocitos del
grupo CCL clivaron en comparacion a los SCL y C (68,3 versus 43,8 y 46,6%
respectivamente; P<0,01). Asimismo, se obtuvo una mayor proporcion de embriones
totales en CCL (39,0%) que en SCL (29,2%) y C (29,8%) (P<0,05). De los embriones
clivados, un porcentaje mayor (P<0,01) de embriones alcanzaron el estado de
blastocistos en el dia 7, y fueron criopreservados, en el grupo CCL (68,2%) que en
SCL (39,8%) y C (38,7%). La sobrevida embrionaria luego de la vitrificacion o
congelacion determinada a las 2, 24 y 48 horas fue estadisticamente similar entre los
tres grupos de estudio. Se concluye que la presencia de un cuerpo Iiteo en el ovario
al momento de recuperarse los ovocitos afecto el porcentaje de clivaje y de produccion
de embriones en el dia 7, pero no influencié la criotolerancia de los blastocistos.
Ademas, segun los resultados se presumen que el efecto del cuerpo lateo fue por

mecanismos locales.

Palabras clave: Cuerpo luteo, Ovocitos, Blastocistos, Fecundacion in vitro,

Vitrificacion y Congelacion de embriones.
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ABSTRACT

This research was conducted to determine the effect of the corpus luteum on the rate
of cleavage of bovine oocytes and the subsequent competence to develop to
blastocysts and to tolerate the cryopreservation. The ovaries selected for this study
were recovered from the municipal slaughterhouse of Cuenca, from non-pregnant
cows with a corpus luteum (CCL) in one ovary (ipsilateral, group 1, CCL) and without
CL in the contralateral ovary (group 2; SCL), and of cows without CL in both ovarys
(control, group 3; C). The cumulus-oocyte complexes (COCs) were categorized and
only those with apt (A and B) quality were included for maturation for 18-24 hours. The
COCs were fertilized in vitro and the blastocysts obtained were cryopreserved by
vitrification or freezing. From 348 ovaries, 2532 oocytes were obtained in 13 replicates,
which, according to quality, 63.8% corresponded to categories (A and B) apt and
36.2% to (C and D) not apt. The proportion of AB oocytes was grater (P <0.05) in CCL
(66.6%) than in SCL (61.9%) and C (62.7%). A greater proportion of oocytes from the
CCL group cleaved in comparison to the SCL and C (68.3 versus 43.8 and 46.6%
respectively; P<0.01). Likewise, a greater proportion of total embryos was obtained in
CCL (39.0%) than in SCL (29.2%) and C (29.8%) (P <0.05). From the total of clivated
embryos, a greater percentage (P <0.01) of embryos attained the blastocyst stage on
day 7 and were cryopreserved, in the CCL group (68.2%) than in SCL (39.8%) and C
(38.7%). Embryonic survival after vitrification or freezing determined at 2, 24 and 48
hours was statistically similar among the three study groups. General, the presence of
a corpus luteum in the ovary at the time of recovering the oocytes affected the
percentage of cleavage and embryo production on day 7, but did not influence the
cryotolerance of the blastocysts. In addition, according to these results it is presumed
that the effect of the corpus luteum occurred trough local mechanisms.

Keywords: Corpus luteum, Oocytes, Blastocyst, In vitro fecundation, Embryo

vitrification and Freezing.
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1. INTRODUCCION

Actualmente las biotecnologias reproductivas son de mucho interés en las
explotaciones pecuarias, y gracias a su amplia difusion e incipiente aplicacion en
nuestro pais, hay expectativas de grandes avances en la reproducciéon de los hatos
ganaderos. Entre las biotecnologias reproductivas, la que ha tenido mucho auge a
nivel mundial en los dltimos afios es la produccion in vitro de embriones que implica
varias etapas: la maduracion (MIV) y fecundacién (FIV) in vitro de ovocitos, y el cultivo

(CIV) in vitro de embriones.

Estas etapas estan sujetas a numerosos factores que pueden influenciarlas y
modificar la efectividad con la que se obtiene el producto final, los blastocistos. La
produccion de embriones derivados de la fecundacion in vitro es baja en la actualidad,
pudiendo estar mas relacionada con la fuente de ovocitos y del medio ambiente
fisiolégico del animal del cual estos son obtenidos que de las condiciones de la

maduracién, la FIV o el cultivo in vitro (1).

El cuerpo IUteo es una estructura ovarica de gran importancia para garantizar la
gestacion y la consecucion de los ciclos reproductivos. Sin duda, su presencia juega
un rol fundamental en la actividad funcional del ovario. Asi, un conjunto de evidencias
ha demostrado que el cuerpo IUteo, o el principal producto de su actividad endocrina,
la progesterona, influencia la capacidad de desarrollo de los ovocitos y la subsecuente

produccién de embriones (2)(3)(4).

Un estudio demostrd que en novillas que poseen un cuerpo liteo activo o funcional se
recuperaron mayor numero de ovocitos (3); ademas, se reportd que la presencia de
un cuerpo luteo en los ovarios de vacas Holstein al momento de recuperarse los
ovarios (vacas en fase luteal) incrementd el nimero de ovocitos de calidades Ay B
frente a las que no tenian estructura luteal o estaban en fase folicular (10,87 + 1,01
versus 7,05 £ 0,11 ovocitos respectivamente; P<0,001) (4).

Ademas, una mayor proporcion de blastocistos se desarrollaron mas rapidamente a
partir de ovocitos bovinos recolectados de vacas sacrificadas en los dias 14 a 16 del
ciclo estral que en etapas anteriores y posteriores (2). Asimismo, en bufalas, se logré
una mayor tasa de clivaje y produccion de blastocistos transferibles a partir de ovocitos
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recuperados de ovarios que tienen un cuerpo hemorragico o una CL sin foliculos

dominantes en el mismo ovario (5).

Aun asi, existen discrepancias sobre los efectos positivos y negativos del cuerpo luteo
en los parametros reproductivos y el potencial de desarrollo de los ovocitos; ademas,
otros factores que influyen en la capacidad de desarrollo de los ovocitos es el tamafio

de los foliculos donde se obtienen (6).

En base a los hallazgos expuestos en los parrafos precedentes, el desarrollo de esta
investigacion pretendié demostrar el efecto del cuerpo Iuteo sobre la capacidad de los
ovocitos para clivar, desarrollarse al estado de blastocistos y tolerar la
criopreservacion, determinandose a la vez si este efecto ocurria por igual en el ovario
ipsilateral y contralateral al ovario que contenia el cuerpo liteo o, por el contrario, si

este efecto era local y obedecia a interacciones intraovaricas.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo General

Determinar si la presencia de un cuerpo IUteo en el ovario de donde se obtienen
los ovocitos afecta la produccion in vitro de embriones bovinos y su posterior

capacidad para tolerar la criopreservacion.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto del cuerpo luteo sobre la tasa de clivaje de ovocitos

bovinos obtenidos de camal luego de la fecundacion in vitro.

e Determinar el efecto del cuerpo luteo sobre el desarrollo in vitro de

embriones bovinos hasta el estado de blastocistos.

e Determinar sila presencia de un cuerpo luteo influye sobre la capacidad de

los embriones bovinos producidos in vitro para tolerar la criopreservacion.

1.2 HIPOTESIS
La presencia de un cuerpo luteo activo afecta las caracteristicas funcionales y

morfoldgicas de los ovocitos bovinos obtenidos de ovarios de matadero.

Shirley Lissette Merchan Vargas

Milton Alejandro Tenemaza Cumbe 17



éE Universidad de Cuenca
é"\'sf?f‘f'

2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Aparato Reproductor de la Hembra Bovina

El aparato reproductor de la hembra bovina, esta constituida por dos ovarios y un
sistema de conductos femeninos. Los ovarios son estructuras mas importantes y
complejas del tracto reproductor de la vaca, debido a que interactian con otras
glandulas y estructuras nerviosas para controlar el ciclo reproductivo; es el sitio donde
se produce los ovocitos y las hormonas sexuales femeninas como los estrogenos y la
progesterona. El sistema de conductos esta formado por oviductos, utero, cérvix,
vagina y vulva, como se puede ver en la Figura 1, es muy importante conocer la
anatomia debido a que se tiene que atravesar todas las estructuras mencionadas para

llegar al sitio de estudio (ovarios) (7).

Veiiga Cuerpo By
uterino
Ovario

Oviducto

Figura 1. Aparato reproductor de la vaca
Fuente: (8).

2.2 El ciclo estral bovino

El ciclo estral comprende un patrdn ciclico que empieza en un celo y termina en el
siguiente celo, permitiendo de esta manera un apareamiento y la subsecuente
gestacion de la hembra bovina (9). En la hembra bovina inicia al momento de la
pubertad, y se detiene solamente al momento de la gestacion o desbalance energético

negativo. El ciclo estral se caracteriza por un crecimiento y regresion de foliculos y
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cuerpo luteo, en un promedio de 21 dias, aunque puede haber variacion entre 17 a 24
dias dependiendo del numero de ondas foliculares que presente en el ovario del

animal.

El ciclo estral esta subdividido en dos fases dependiendo de la hormona dominante, o
en la estructura ovarica presente en cada fase. La fase luteinica empieza con la
formacién de un CL funcional, 5 a 6 dias después del celo, y termina cuando este
entra en regresion a los 17 o 19 dias del ciclo. Durante esta fase los niveles de
progesterona son altos y los estrégenos bajos. La fase que sigue es la folicular, que
inicia cuando el CL de un ciclo entra en regresion y termina con la ovulacion, por lo
tanto, esta fase abarca el periodo de celo, durante el cual los niveles de estrégenos
estan altos y los de progesterona bajos. Las dos fases no impiden la presencia de
foliculos e los ovarios, del mismo modo estudios han demostrado que la aparicion y
desarrollo de foliculos en los ovarios ocurre en ondas de crecimiento, que durante el

ciclo estrual de la vaca pueden variar entre 2 a 3 en 21 dias (8).

El ciclo estral de la vaca estd controlado por mecanismos endocrinos y
neuroendocrinos en el cual intervienen el sistema nervioso, algunos érganos y varias
hormonas producidas en el hipotalamo, la hipdfisis, el Gtero y los ovarios. Los foliculos
se desarrollan continuamente en los ovarios gracias a la influencia de la hormona
foliculo estimulante (FSH) producida en la hipdfisis, y esta a su vez es controlada por
la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) producida por el hipotalamo (10). El
ciclo estral se divide en cuatro fases bien definidas, que son: proestro, estro, metaestro
y diestro, presentandose caracteristicas funcionales importantes en cada fase, como

se describe a continuacion:
2.2.1 Fase Folicular o Proestro

Esta fase inicia con la regresion del cuerpo lateo del ciclo anterior y termina con el
inicio del estro, celo o calor, que en la vaca dura entre 12 y 18 horas. La regresion del
CL ocurre por la accion de la prostaglandina F2alfa (PGF2a) de origen uterino, que
inicia el proceso de lutedlisis y través de una sucesion de eventos moleculares
conduce a la destruccion funcional y estructural del CL. Con la caida de la
progesterona, el efecto de la retro alimentacion negativa que esta ejercia sobre el

Shirley Lissette Merchan Vargas

Milton Alejandro Tenemaza Cumbe 19



AEE Universidad de Cuenca
E"\'Ef?ff'

hipotalamo desaparece, y como consecuencia, el numero y amplitud de los pulso de
LH se incrementan, lo cual estimula el crecimiento y maduracién del foliculo dominante

gue alcanza el estatus ovulatorio (11).

La FSH provoca la emergencia de ondas foliculares; una onda folicular consiste en el
desarrollo de varios foliculos de manera simultanea, y en cada onda uno de estos
foliculos se desarrolla mas y se hace dominante, provocando la regresion o atresia de
sus compafieros (foliculos subordinados). Se considera que un foliculo es dominante
cuando supera los 8,5 mm de diametro. Por lo general, en el proestro ya existe un
foliculo dominante con apariencia de una vesicula llena de liquido contiene el ovocito
que sera ovulado posteriormente. Ademas, este foliculo es estimulado por las
hormona FSH y LH para producir estrégenos, que se incrementaran progresivamente
y alcanzaran los centros nerviosos del hipotalamo que controla las manifestaciones

externas del celo, que es parte de la siguiente fase (12).
2.2.2 Fase periovulatoria (estro y metaestro)

El estro es el periodo de receptividad sexual de la vaca, y durante este lapso de tiempo
el animal se deja montar por el toro y otras vacas, esta fase involucra todos los
cambios que conllevan a la ovulacion y el comienzo de la formacion del CL. Entre los
signos principales estan la inflamacion de la vulva, secrecion del moco claro y
trasparente que sale por la vulva, el olor del moco el que atrae al toro por la produccion

a las feromonas (13).

La duracion del celo es variable, pero se considera un promedio de 16 + 4. Los signos
del celo se producen gracias a la presencia de estrogenos provenientes del foliculo.
La alta concentracion de estrogenos afecta también a centros endocrinos en el
hipotalamo que controla la liberacién de GnRH, y esta a su vez la liberacion de LH y

FSH de la adenohipofisis.

La descarga ovulatoria de LH/FSH ocurre antes de la ovulacion, y la LH es
considerada la gonadotropina primaria responsable de la misma, sin embargo, la FSH
también ha alcanzado niveles maximos y es también causante de la ovulacion y de

formacion del tejido luteal. Los niveles de FSH se incrementan en mayor medida unas
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horas después del pico de LH, y este aumento esta asociado con el inicio de la primera

onda folicular de la dinamica folicular (11).

Después de las 12 a 24 horas el sistema nervioso central se hace refractario a los
estrogenos y entonces los signos del celo se desaparecen y se inicia la siguiente fase,
el metaestro, que dura de 3 a 5 dias. En esta fase ocurre la ovulacion en la vaca, que
tiene lugar de 28 a 30 horas de iniciado el celo. Después de la ovulacion se produce
una hemorragia y el foliculo se llena de sangre, convirtiéndose en una estructura
conocida como cuerpo hemorragico, posteriormente las células foliculares (granulosa
y teca interna) se transforman en células luteales grandes y pequefias; estos cambios
ocurren entre los dias 2 y 5 del ciclo y finaliza cuando comienza la fase luteal activa o
diestro (10).

2.2.3 Fase luteal y diestro

Como se menciono anteriormente después de la ovulacién, en el lugar donde antes
estuvo el foliculo, queda una fosa. Alli los restos del foliculo sufren cambios
importantes por influencia de la LH y se forma el cuerpo lateo. Por lo tanto, esta fase
tiene dominio del CL y se extiende desde el dia 5 al dia 18 del ciclo estral; durante
esta el CL produce cantidades elevadas de progesterona, la misma que inhibe la
produccion de GnRH en el hipotdlamo y reduce la liberacion de la LH en la hipdfisis,

lo cual evita nuevas ovulaciones (14).

Asimismo, la progesterona también actia sobre el endometrio para favorecer la
anidaciéon del embrién y mantener la gestacion (12). En el CL el mayor flujo sanguineo
proviene del ovario y la calidad del flujo recibido esta altamente relacionado con la
cantidad de progesterona producida y secretada (11). Los niveles de progesterona
mas altos alcanzan en el dia 10 del ciclo y se mantienen hasta el dia 16 a 18 del ciclo

dependiendo de la presencia o no de un embrion.

En un estudio realizado por Ireland 1980 se dividio el ciclo estral en 4 etapas con sus
dias correspondientes con la finalidad de dar una explicacion mas clara acerca de las
caracteristicas morfolégicas del CL y la correspondiente concentracion de

progesterona de acuerdo a los dias del ciclo como se aprecia en el Tabla 1 (15).
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Tabla 1. Caracteristicas del cuerpo luteo de acuerdo al ciclo estral,

Fuente: Ireland et al., (1980)

Caracteristicas del
cuerpo luteo

Nro. animales

Dias del ciclo

Concentracién P4

(ng/ml)

Peso

Diametro (cm)

Apariencia externa

Apariencia interna

Vasculatura en la
superficie del CL

Estadio del ciclo estrual

30

1-4

1.5

0.8

0.5-1.5

Rojo,
recientemente
ovulado, punto

de ruptura no
cubierto por
epitelio

Rojo, con

frecuencia lleno
de sangre, el
tejido se
aprecia laxo
(suelto)

No visible

42

5-10

6.9

3.4

1.6-2.0

Punto de ruptura

cubierto,  apice
del CL rojo o
marrén

Rojo o marrén
solo en el apice,
el resto del CL es
de color marrén

Generalmente
limtada a Ila
periferia

[l
52

11-17

7.8

3.6

1.6-2.0

Color canela
0 naranja

Color naranja

Igual que el
estadio Il pero
abarcara

también el
apice del CL
al final de
este estadio

22

18-20

1.2

1.3

<1.0

Amarillo,
amarillo palido

Anaranjado a
amarillo

No visible

Cuando la vaca no se prefio el cuerpo luteo es inducido a degenerar por la accion de

la PGF2a. Con la ausencia del embridn las sefiales quimicas consiguen el incremento

de la PGF2a en la parte final de la fase luteal o diestro y el reinicio del proestro o fase

del CL (11)
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2.3 Dindmica Folicular

Se entiende por dindmica folicular al proceso del crecimiento y regresion de foliculos
en el ovario, que conlleva al desarrollo de un solo foliculo preovulatorio, tal como se
observa en el Gréfico 2. (13). En vacas tanto adultas como en jovenes el desarrollo
de foliculos se desarrolla en forma de ondas, solamente se detiene en los ultimos 30
dias de gestacion, durante el posparto y el estro. Existe entre 1 y 4 ondas de
crecimiento y desarrollo folicular, y el foliculo preovulatorio se desarrolla a partir de la

altima onda (11).

pico LH —
FD  FOV

>L5am. — ovulacidn
2da. Onda Folicular

FGF, alf

| e s e s v et
20211 2 3 45 6 7 8 9 1011121314151 17 1819 20 21 1 2 3

Metaestro Diestro Proestro  Estro

I ol eelaalaninisaiianianiamiil | | | |
1 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 g o 2
Etapa Periovulatoria Etapa Luteal Etapa Folicular

) -

Figura 2. Dinamica Folicular en vaca con dos ondas.

Fuente: (12)

Los foliculos que se desarrollan en las vacas tienen 3 estados bien definidos que son:

reclutamiento, seleccién y dominancia. Cada uno se define a continuacion:

e Reclutamiento: es un proceso por el cual un grupo de foliculos inician su
maduracién en un medio con un aporte adecuado de gonadotropinas que le
permite avanzar a la ovulacion (16).

e Seleccidn: Es el proceso en que uno o varios foliculos son elegidos y evitan la
atresia con la posibilidad de llegar a la ovulacion, estos tienen un tamafio
promedio de 6 a 9 mm.

e Dominancia: Es el proceso por el cual el foliculo seleccionado domina a los
demas de su cohorte, y, ademdas, posee un efecto inhibitorio sobre
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reclutamiento de un nuevo grupo de foliculos. Este foliculo alcanza un tamafio
superior a los demas, es el responsable de la mayor secrecion de estradiol y
adquiere la capacidad de seguir su crecimiento en un medio hormonal adverso
para los demas foliculos. La causa para que haya regresion del foliculo
dominante, luego de varias horas en tal estado es la presencia de un patron de
secrecion de LH caracterizado por bajos pulsos de LH, debido a la supresion
de esta gonadotropina por los altos niveles de progesterona.

e Atresia: Los foliculos subordinados que no alcanzaron el estado de dominancia
inician el proceso de atresia o regresion folicular mediante apoptosis celular,
gue es mecanismo de homeostasis tisular. De igual manera, la atresia ocurre
en los foliculos dominantes que no logran el estatus ovulatorio, y la causa para
gue el foliculo dominante entre en regresion seria la baja frecuencia de pulsos

del LH, debido a la presencia de progesterona (17).
2.4 Los ovarios de la hembra bovina
2.4.1 Anatomia y funcién

Los ovarios son érganos esenciales de aparato reproductor de la hembra. Tiene dos
funciones: formacién de gametos (ovogénesis) y otra endocrina: sintesis de
estrogenos y progesterona en el cuerpo liteo o amarillo, durante los distintos estadios
del ciclo estral. Los ovarios en la vaca entran en actividad al momento de la pubertad,
bajo la influencia de las hormonas gonadotroficas de la adenohipoéfisis. Desde ese
momento los ovarios cumplen con una gran cantidad de fendmenos ciclicos

(maduracion de los foliculos ovaricos).
2.4.2 Ovogénesis

En la funcidn productora de 6vulos se sucede lo siguientes eventos; durante el periodo
fetal en el epitelio germinativo del esbozo ovarico se generan células que quedan
incluidas en su interior. Estas células posteriormente sufriran divisiones para dar lugar
a los foliculos primordiales, al nacer una hembra puede poseer mas o0 menos entre
100.000 a 2.000.000 foliculos en su ovario. Pero la mayoria de estos foliculos sufriran

atresia y solo unos miles maduraran para cumplir con la funcién reproductora (18).
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Es el proceso de formacion y desarrollo de la célula sexual de la hembra comienza en
la vida fetal con una divisién mitética de las ovogonias, dado que en un inicio estas
células se trasforman en ovocitos y comienza el proceso de la meiosis, el cual da lugar
a una célula haploide capaz de ser fecundada (ovocito). Posterior a la meiosis I, los
ovocitos se rodean de celular foliculares y el proceso meidtico se detiene en estado
de diploteno de la profase |, ovocito |, conocido como estado dictiatico. La meiosis
continua luego del pico preovulatorio de la LH solo en los foliculos ovulatorios, y
avanza hasta la metafase Il. Cuando el ovocito es fecundado se reanuda y culmina la

meiosis Il, con la formacion del ovocito maduro y el segundo corpusculo polar (1).
2.4.3 Foliculogénesis

Al igual que la ovogénesis comienza en la vida fetal, a través de la foliculogénesis se
constituye la reserva de foliculos primordiales (1). Estos foliculos primordiales se
forman antes o en los primeros dias de nacimiento, y dan origen a los foliculos
primarios que posteriormente se convertiran en foliculos primarios, luego secundarios
y preantrales, y poco después en antrales y finalmente en foliculos maduros o de Graff,

todo este crecimiento y diferenciacion se denomina foliculogénesis (19).

Los foliculos primordiales progresan a través de las fases de reclutamiento, seleccién,
crecimiento y diferenciacién en un proceso aparentemente continuo e irreversible, bajo
la influencia de la hormona foliculo estimulante (FSH), a partir de alli esta hormona
provoca un fendmeno conocido como ondas foliculares descritas anteriormente (12).
Cuando un foliculo primordial entra en crecimiento, este serd conducido a dos

caminos: la degeneracion por atresia o la ovulacion (20).
2.4.4 Foliculos Ovaricos

Una de las unidades estructurales y funcionales del de ovario de la vaca son los
foliculos; su crecimiento, desarrollo y maduracion es un proceso fundamental para una
alta eficiencia productiva en la ganaderia, sobre todo por el ovocito que contiene, ya
gue este dara lugar a un embrién luego de su fecundacion (21) y aun cuerpo lateo

funcional luego de la ovulacion.
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Los foliculos son estructuras llenas de fluido que en su interior contienen ovocitos en
desarrollo, usualmente se puede encontrar varios foliculos de tamafios variables en

cada ovario (8).
2.5 Categorias de foliculos ovaricos
2.5.1 Foliculos primordiales

Estan constituidos por un ovocito rodeado de una sola capa de células epiteliales,
solamente unos pocos de estos pasan a las fases de desarrollo posterior. Durante
este estadio los foliculos permanecen en una fase de reposo, 0 en un estado de
inactividad o aquiescencia, durante largos periodos sin experimentar signos de
desarrollo. Su nimero comienza a descender a partir del nacimiento, o al final de la

vida sexual (18).

Estos foliculos tienen un didmetro menor a 0.4 mm con un ovocito localizado en la

parte central, a partir de este foliculo inicia el crecimiento y maduracion folicular (22).
2.5.2 Foliculos primarios

Se caracteriza porque ocurre un cambio significativo cuando las células aplanadas
gue rodean al oocito aumentan su tamafio hacia una forma cuboidal, crecen hasta los
0,80 mm de diametro y se consolida como una estructura con un oocito de un diametro
superior a 0,3 mm y una capa de 25—-40 células cuboidales llamadas células de la
granulosa. Sobresale el aumento del volumen del oocito y la formacion de la zona
pellcida (22).

2.5.3 Foliculos Secundarios

Tal como se mencioné estan en crecimiento y rebasan la etapa inactiva e inician su
desarrollo en respuesta a la hormona foliculoestimulante, estos foliculos provienen de
la division de las células epiteliales periféricas que cercaban al foliculo primario y que
posteriormente se rodean de dos o mas capas de células foliculares. En la pubertad
puede encontrarse hasta 200 en un ovario (18). El tamafio de estos foliculos varia

entre 4 a 8 mm de diametro.
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2.5.4 Foliculos terciarios o de Graaf

Son foliculos que provienen de la maduracion de los foliculos secundarios, que llegan
a ese estadio Unicamente a partir de la pubertad, bajo la estimulacion de la hormona
de la adenohipdfisis. Posee varias capas de células de la granulosa, las mas internas
gue tapizan internamente la pared del foliculo se consideran la capa mural y tienen
como funcion fundamental segregar liquido folicular. El ovocito esta ubicado mas o
menos en el centro del foliculo y estd rodeado por varias capas de células de la
granulosa, el camulo ooforo, que interactian con el ovocito (18). El tamafio de estos

foliculos es superior a 8 mm.
2.5.4.1 Liquido Folicular

Se origina principalmente del plasma periférico por trasudacion a través de la lamina
basal del foliculo y se acumula en el antro, este trasudado sérico es modificado por
actividades metabdlicas foliculares que contiene esteroides y glucoproteinas

sintetizadas por las células de la pared folicular (23).
2.5.5 Luteinizacion

Anteriormente se describio que el foliculo estd compuesto de dos tipos de células: de
la teca y de la granulosa; poco antes de la ovulacién, durante el pico de la LH-FSH,
estas Ultimas recubren el foliculo preovulatorio y adquieren la capacidad de producir
progesterona a partir del colesterol y pierden la capacidad de producir estrégenos
debido a la inhibicion de la enzima aromatasa. Este fendmeno de diferenciacion
celular se conoce como luteinizacion. Luego de la ovulacion se forma el cuerpo lateo,
a partir de la hipertrofia de las células de la granulosa y de la teca que por su cambio
morfologico se denominan células luteales grandes y pequefias, respectivamente (24).
Este proceso consiste en todos los cambios morfoldgicos, endocrinos y enzimaticos
gue ocurren en el foliculo preovulatorio hasta que este se transforma en un cuerpo

lateo funcional (25)

La luteinizacidn comienza antes de la ovulacibn en respuestas a la elevacion
preovulatoria de las gonadotropinas (LH y FSH), siendo la LH la hormona mas

importante para la ruptura del foliculo y posterior transformacion de una estructura
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lutea. La ovulacién ocurre en promedio de 30H después del pico preovulatorio de LH.
Esta hormona provoca cambios en las paredes del foliculo, que conducen a su ruptura.
Después de la ovulacion, el espacio ocupado previamente por el foliculo es invadido
por fibroblastos, las células endoteliales, células de la teca interna y células de la

granulosa (26).

2.5.6 Cuerpo Luteo

El CL bovino experimenta un rapido crecimiento desde un tamafio de menos 5mm en
la ovulacién hasta 20mm en 10 dias equivalente a un aumento de 60 a 100 veces en
el volumen celular y la tasa de crecimiento liteo solo se compara con los tumores de
crecimiento mas rapido, curiosamente en la vaca el aumento postovulatorio de la
progesterona se retrasa con respecto al crecimiento del CL entre 2 y 3 dias esto podria
estar relacionado con las diferencias en los procesos de remodelacion vy
vascularizacion del tejido luteal dependiendo todo este proceso de la angiogénesis

intensa o formacion de nuevos vasos sanguineos (27).

2.5.6.1 Formacion del Cuerpo Lateo
La formacion del cuerpo lateo es un proceso bioldégico muy complejo con numerosos

eventos que ocurren en un periodo de tiempo relativamente corto, que incluye:

1. Luteinizacién / diferenciacion de células de la granulosa y de la teca en las
células luteas

2. Un cambio de esteroidogénesis del estradiol a la produccién de progesterona
gue se acompafa de una regulacién al alza masiva de esteroidégenos (hasta

mil veces en la vaca)
Remodelacion extensa, mezcla de células (particularmente en rumiantes) y

proliferacion del tejido folicular en un CL completamente desarrollado (27).

El cuerpo luteo de la vaca es un organo dinamico, el cual tiene una vida media de
aproximadamente 17 a 18 dias (28), cuya principal funcion es secrecion de la
progesterona; hormona que actla basicamente sobre los 6rganos genitales de la
hembra, siendo la responsable de la preparacién del Utero para recibir el embrién y

mara mantener la prefiez.
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2.5.6.2 Estructura

Estd formado por una matriz extracelular (ECM), que es un sistema complejo
compuesto por una red de colagenos asociados con proteoglicanos y glicoproteinas,
componentes que proporcionan la arquitectura para mantener unidas a las células,
ademas de las metaloproteinasas de matriz que escinden componentes especificos
de la ECM. Esta ECM posee un efecto profundo sobre las funciones celulares y tiene
una parte importante en los procesos de desarrollo folicular y atresia, ovulacién y en
el mantenimiento y regresion del CL (27). Ademas, el cuerpo liteo maduro esta
compuesto de muchas células endoteliales vasculares, las cuales pueden alcanzar

hasta el 50% de todas las células del cuerpo luteo.

2.5.6.3 Funcién del cuerpo luteo

La principal funcién del cuerpo lateo es secretar grandes cantidades de progesterona.
cuando el cuerpo lateo madura, las células esteroidogenicas establecen contacto con
muchos capilares, en el ganado bovino y en otras especies, el cuerpo IUteo juega un

papel en la regulacién de la ciclicidad y el mantenimiento de la prefiez (28).

Bioquimicamente se observa que después del pico de LH la produccion de
androstenediona y 17 Beta estradiol disminuye, en contraste comienza a
incrementarse la sintesis de progesterona. Asi en el dia 4 0 5 después de la ovulacion
las concentraciones de progesterona en sangre son mayores de 1ng/ml, lo que indica
gue el CL ha adquirido su plena funcionalidad. A partir de ese momento, y hasta el dia
14 del ciclo de la oveja, 0 del dia 18 en la cabra y vaca, el cuerpo liteo secretara
progesterona (26)

La estructura y funcion del cuerpo liteo dependen del desarrollo de una compleja
vascularizacion a través del proceso de angiogénesis. Esta vascularidad empieza en
el foliculo preovulatorio estimulado por el aumento de la hormona luteinizante (LH),
que posterior a la ovulacion dicho CL experimenta un crecimiento muy rapido y una
extensa angiogénesis que a su vez estan regulados por el Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular A (VEGFA) y el Factor de Crecimiento Folicular 2 (FGF2) (27).

El cuerpo luteo es una glandula que tiene una fase de crecimiento, otra de desarrollo

y una de regresion. La regresion del tejido luteal se da por la liberacion pulsatil de la
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prostaglandina (PGF2a) desde el endometrio uterino. EI mecanismo por el cual inicia
la sintesis de PGF2a depende de la interaccion entre el cuerpo lateo, los foliculos
ovaricos y el utero (26).

2.5.6.4 Flujo sanguineo ovarico y el cuerpo luteo

La concentracion de oxigeno en la sangre arterial bovina no cambia significativamente
durante el ciclo estral, pero tiende a estar en niveles altos durante la fase latea
funcional y luego disminuye antes de la ovulacion porque la luteinizacién de la
granulosa folicular y las células de la teca antes y después de la ovulacion disminuyen
el suministro de oxigeno al ovario durante este periodo, ademas el suministro de
sangre al ovario durante varios dias alrededor de la ovulacion es significativamente
menor, por esta razon los eventos ovaricos que ocurren en este periodo como la
maduracion de foliculos en etapa terminal, la ovulaciéon como tal y la formacion lltea,

se consideran gque progresan en condiciones de bajo oxigeno.

Durante el dltimo periodo de desarrollo folicular antes de la ovulacion, los niveles de
oxigeno parecen participar en la funcién folicular mediante la regulacion de multiples
fendbmenos, como la esteroidogénesis y la angiogénesis, no se conoce a cabalidad los
niveles de oxigeno en el tejido luteal de nueva formacién inmediatamente después de
la ovulacion, pero las condiciones de hipoxias tienden a ser una clave en la

luteinizacién y la formacién del cuerpo luteo

Después de la ovulaciéon, se cree que el foliculo roto esta en una estado hipoxico
debido al sangrado, la vasculatura inmadura y proliferacién celular sin un suministro
de sangre equivalente, se cree que el tejido luteal temprano justo después de la
ovulacion se encuentra en condiciones hipoxicas debido a la destruccion de la
vasculatura mediante la ovulacion como una explicacién de la condicién hipdxica y
porque la proliferacion celular intensiva en el CL temprano no se corresponde

inicialmente con el nimero de vasos sanguineos.

2.5.6.5 Regresion del CL
Luego de cada ciclo estral al no producirse la prefiez o cuando ya no se requiere la
progesterona para el mantenimiento de la prefies el CL deja de producir dicha

hormona y retrocede en un proceso llamado Lutedlisis, en roedores este proceso
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abarca dos fases: la primera, denominada regresion funcional, hay una marcada
disminucién de la progesterona causada por el catabolismo a su forma biolégicamente
inactiva 200DHOP y la segunda, conocida como regresion estructural que ocurre
después de la disminucién inicial en la produccion de progesterona, durante esta fase
el CL pierde su integridad vascular y las células liteas mueren por muerte celular

programada (apoptosis) (27).

En muchas especies, la regresion liuteal se inicia por la liberacion uterina de
prostaglandinas F2=, la cual inhibe la esteroidogenesis desencadenando una cascada
de eventos que lleva a la desaparicion final del tejido. Las células inmunes
principalmente los macrofagos y los linfocitos T, son importantes para la ingestion de
los restos celulares que resultan de la muerte de las células luteales. Los macréfagos
son células multifuncionales que juegan un papel clave en la respuesta inmune y son
abundantes en todo el tejido reproductivo de la hembra. Su localizacion especifica y
las variaciones de la distribucion en el ovario durante los diferentes estados del ciclo,
sugieren que los macrofagos juegan diversas funciones en los eventos intraovaricos,
lo que incluye: la foliculogénesis, la reestructuracion del tejido en la ovulacion y la

formacion y regresion del CL (28).
2.6 Progesterona

La progesterona es principal producto secretado por el CL, esta hormona actta sobre
el tracto reproductivo de la hembra, y es el responsable de la preparacién del Gtero
para el establecimiento y mantenimiento de la gestacion (26). Es una hormona
esteroidea producida por el cuerpo lateo por accion de la LH, produce el cuerpo luteo,
sus efectos se observan después de que el tejido blanco ha estado expuesto durante
cierto tiempo a la estimulacion de los estrogenos. A nivel hipotalamico ejerce un efecto

feed back negativo sobre el control de la actividad tonica de la secrecion de la GnRH

(1).

Ademas, la progesterona estimula la secrecion de sustancias que nutren al embrion
hasta que aparezca la placenta y sustituya o refuerce esta funcion (29). También
inhibe las contracciones uterinas, cierra el cérvix y modifica las caracteristicas del

moco cervical, volviéndose mas viscoso para evitar la entrada de agentes extrafios al
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interior, por otra parte la progesterona estimula el desarrollo del sistema alveolar de la

glandula mamaria preparandola para la sintesis y secrecion de leche (26).

Es importante mencionar que la concentracion de progesterona en el plasma, refleja
directamente la funcién del cuerpo liteo y constituye un preciso indicador de la funcion
ovarica en la vaca. La progesterona domina la mayor parte del ciclo estral de la vaca,
siendo evidentes cantidades detectables tres a cuatro dias después de la formacion
del cuerpo luteo; la produccion diaria de progesterona se eleva mucho durante varios

dias hasta alcanzar una meseta de secrecion, el dia ocho del ciclo (30).
2.7 Biotecnologias reproductivas

La biotecnologia reproductiva en bovinos comprende diferentes técnicas que van
desde la inseminacion artificial (IA) hasta la clonacién, esta Ultima tiene estrecha
relacion con las técnicas génicas ya que motivan el avance cientifico moderno,
mediante la inyeccion de ADN en los pronucleos de inmensas cantidades de cigotos

bovinos u ovinos para producir un embrién in vitro (1).
2.7.1 Produccién in vitro de embriones

En 1981 naci6 el primer ternero producto de la FIV, en ese entonces el medio de
cultivo in vitro usado permitié desarrollar al cigoto hasta una determinada etapa,
entonces se us6 medio de cultivo in vivo cultivados en oviductos de oveja, pero esta
técnica compleja dio una perdida hasta un tercio de embriones transferidos,
actualmente con el empleo de (cultivos celulares) co - cultivos de células somaticas
es posible brindar un medio in vitro adecuado para el desarrollo normal de los

embriones. La produccion in vitro de embriones comprende tres fases:

e Maduracion in vitro de ovocitos mediante la puncién folicular de ovarios
recolectados.
e Fecundacion in vitro de los ovocitos madurados

e Cultivo in vitro de embriones (31).
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2.7.2 Conservacion de embriones

Se encuentra asociada a la Transferencia de embriones (TE), a través de diferentes
métodos como en bafios de alcohol y otros que estan experimentandose actualmente
como lo es la vitrificacion. La ventaja de esta biotecnologia es que, células en estado
de moérula o blastocistos que se obtienen por TE pueden ser congelados,
descongelados y transferidos con una tasa de perdida en la gestacion de (50% — 60%),
y ademas al transportar un animal internacionalmente nos costaria $1000 o mas, en
cambio por el mismo precio 0 menos se puede transportar de 500 — 4000 embriones

congelados (1).

Constituyen una biotécnica que posibilita, mediante la utilizacibon de bajas
temperaturas (-196°C N2), almacenar embriones de una amplia variedad de especies

sin que pierdan su capacidad de desarrollar y nacer vivos.

Actualmente los métodos mas utilizados para criopreservar embriones son la

congelacion convencional y la vitrificacion.
De las cuales se ha obtenido las siguientes ventajas:

¢ Independizar en tiempo y espacio la produccion de embriones
¢ Almacenamiento de germoplasma por tiempo indeterminado
e Comercializacion de embriones.

e Aumentar el progreso genético (32).

La criopreservacion posibilita almacenar de una amplia variedad de especies
mamiferas sin que pierda su capacidad de desarrollar y nacer vivos. Si bien los
embriones son un conjunto de las células, se aplican principios criobiol6gicos

originalmente estudiados en culas aisladas tales como linfocitos y fibroblastos.

La revelacion de la vitrificacion para criopreservacion de material bioldgico fue
sugerida inicialmente por Luyet en 1937 quien asevero que la cristalizacion es
incompatible con los sistemas vivos y debe ser evitada siempre que sea posible.

Asimismo, resefio que era posible la criopreservacion de sistemas vivos pequefios a
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velocidad muy altas de congelacion, logrando eliminar la formacién de hielo y crear en

su lugar un estado vitreo o similar al vidrio.(33)
2.7.3 Criopreservacion de embriones
2.7.3.1 Principios basicos de la criopreservacion.

Las soluciones acuosas mantienen su estado liquido hasta el momento que la
temperatura baje a 0°C que es el punto de fusién del hielo. Este estado se mantiene
hasta tal punto que habrd una reorganizacion molecular que va a provocar la
solidificacion de todo el sistema (cambio de estado liquido a sélido), en este momento
las moléculas de agua alcanzan un nivel minimo de energia, fenbmeno que no se
produce de forma instantanea y que depende mucho de la velocidad de enfriamiento,
si la velocidad de enfriamiento es muy elevada, la reorganizacion molecular que
aparece en un punto del sistema toma forma de una red cristalina. De esta manera el

agua liquida toma forma de hielo cristalino formado por cristales hexagonales (34)

Por el contario si la velocidad de enfriamiento es muy alta las moléculas de agua se
tornan inmoviles y permanecen fijadas sin reorganizacion aparente. A este fenébmeno
se conoce como vitrificacion, es decir la formaciéon de un estado sélido, amorfo, sin
una red cristalina aparente. En este estado la viscosidad del medio es tan elevada que

las moléculas no pueden sino oscilar sobre si mismas (35).

El dafio celular de aquellas células que son sometidas a temperaturas bajo cero es
debido a dos factores fisicoquimicos: la concentracién de solutos que acompafa la
formacion del hielo (efecto osmético) y la aparicién de los cristales de hielo en el
interior celular (cristalizacion intracelular). La incidencia de la lesion en estos casos
depende de diversos parametros, especialmente de la permeabilidad de la membrana
celular, que determina notablemente la probabilidad de nucleacién intracelular, pero

también de la relacion superficial/volumen celular. (36)

La vitrificacion reduce los dafios producidos por el frio utilizado a altas concentraciones
de (CPA’s) y elevadas velocidades de enfriamiento y calentamiento, evitando la
formacion de cristales de hielo. Durante la vitrificacion, y tras un enfriamiento

ultrarrapido, aumenta la viscosidad del medio que contiene al embrion /ovocito,
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alcanzando un estado sélido sin cristalizacion (estado vitreo). En estas soluciones
muy concentradas de crioprotectores (>6M), las células sufren una deshidratacion

osmatica previa al enfriamiento (35).
2.7.3.2 Envasado de los embriones

Actualmente el elemento més utilizado para contener los embriones tanto para la
criopreservacién como para su transporte o transferencia. Lo constituye la pajuela de
plastico de 0.25ml de capacidad. Diversos modos de cargar las pajuelas, pero en la
mayoria, el o los embriones se encuentran contenidos en una columna de 0.5 a 2
centimetros de solucién de congelacién separado de las otras columnas, ya sean de
PBS con suero o soluciones de sacarosa como en el método de One- Step separados
por burbuja de aire. En general, las pajuelas una vez congeladas son selladas en su

extremo abierto con alcohol polivinilico.

Tapén de
fabrica PBS PBS Embnén PBS

L1 .

|
v
H N N ——

t t
Burbujas Alcohol
de aire Polvinilico

Figura 3. Envasado de los embriones para la congelacion.

Fuente: (32)
2.8 Técnicas de Criopreservacion.

El primer protocolo que se utilizé para la criopreservacion de células mamiferas se
restablecié hace 60 afios y desde entonces se ha buscado mejoria hasta la actualidad.
Se han realizado varios estudios comparando diversos métodos de criopreservacion,
los cuales se han clasificado de acuerdo a la velocidad de enfriamiento y
calentamiento, entre estas tenemos: congelacion lenta convencional y congelacion
lenta descongelacion rapida, congelacion ultrarrdpida y la vitrificacion el cual da
grandes éxitos hasta la actualidad (36).
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La mayoria de los métodos tradicionales de vitrificacion utilizan la pajuela plastica
francesa para la congelacion, almacenamiento y descongelacion de los embriones.
Cuando los embriones son congelaos en forma tradicional, en pajuelas plasticas, la
formacion de cristales de hielo se previene por el uso de altas concentraciones de crio

protectores y altas tasas de congelacion y descongelacion (37).

Desde el inicio de la vitrificacibn de embriones mamiferos, se ha podido evidenciar
cuna creciente variedad de técnicas, que han surgido en la busqueda de mejore
sobrevivencia embrionaria, a través de una reduccion considerable del volumen de

solucion de vitrificacion y aumentando las tasas de enfriamiento (38).

La técnica de crioconservacion utilizada predominantemente para los embriones VP
es la vitrificacion debido a su simplicidad, velocidad y bajo costo. Sin embargo, esta
técnica utiliza altas concentraciones de crioprotectores, requiere un laboratorio y
personas capacitadas para evaluar los embriones antes de la transferencia, o que
restringe el uso de esta técnica a gran escala. Por otro lado, la congelacién lenta de
la transferencia. Ademas, se puede usar concentraciones mas bajas de crio

protectores, lo que reduce la toxicidad para los embriones (39).
2.8.1 Congelacion lenta

En los procedimientos de congelacion lenta, el enfriamiento se realiza a una velocidad
suficientemente lenta que permite a las células responder osméticamente a través de
la deshidratacion. En otras palabras, debe mantenerse el equilibrio tras el intercambio
a través de la membrana, pasando por la maxima deshidratacion celular viable. En
estos protocolos se reduce la temperatura de manera gradual pasando por un
intervalo critico en el que se aplican velocidades extremadamente lentas (-0,3 °C/min)
hasta alrededor de -50°C. a partir de este punto se incrementa un poco la velocidad
de enfriamiento, hasta alcanzar los -150°C, y se sumerge las muestras directamente
en NL (40).

La congelacion es la técnica de eleccion para la criopreservacion de embriones
bovinos producidos in vivo. En este tipo de embriones, la congelacion convencional

ha permitido obtener resultados ligeramente inferiores a los registrados con embriones
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en fresco. Al mismo tiempo la introduccion del etilenglicol como crioprotectores
permiti6 desarrollar la técnica de transferencia directa de embriones congelados-
descongelados, posibilitando la aplicacion de esta técnica en condiciones de campo,
sin necesidad de remover el o las crioprotectores utilizadas. Durante el procedimiento
de congelacion, las células embrionarias sufren cambios importantes asociados a la
formacién de hielo intra o extracelular que puedan disminuir la sobrevida
poscriopreservacion. Para poder minimizar estos problemas se han recurrido al uso
de sustancias crio protectoras, asi como a tasas de descenso térmico controladas

mediante la utilizacion de maquinas congeladoras programables. (32).
2.8.2 Vitrificacién de embriones

La vitrificacién es un método de crio preservacion extremadamente rapida, en el cual
los embriones son incluidos en soluciones altamente concentradas de crio protectores
y sumergidos directamente en el nitrégeno liquido, desde una temperatura superior a
los 0°C, demorandose asi solo unos segundos en congelarse. De esta manera se
logra la solidificacion de la solucion crio protectora al tomar contacto con el nitrdgeno

liquido, producto del aumento extremo de su viscosidad (37).

La crio preservacion de gametos y embriones ha desempefiado un papel fundamental
en el éxito de las tecnologias de reproduccién asistida en roedores, especies de granja
domésticas, especies en peligro de extincién y eres humanos. Con el éxito mejorado
y las necesidades cambiantes, la utilidad de la crioconservacion de gametos o

embriones ha aumentado (41)

El avance en la criobiologia, la biologia celular y la embriologia de animales
domeésticos han hecho capaz el desarrollo de metodologias de preservacion de
embriones de varias especies domésticas. La criopreservacion, junto a la
transferencia de embriones e inseminacién artificial, es una de las técnicas que puede
contribuir al incremento de la productividad animal, ya que permite la preservacion y
transporte de germoplasmayy, por lo tanto, se incrementa la posibilidad de incrementar

el nuero de crias por hembra a los largo de su vida reproductiva.(42)

Shirley Lissette Merchan Vargas

Milton Alejandro Tenemaza Cumbe 37



AEE Universidad de Cuenca
E"\'Ef?ff'

~

 ~— -

PBS Embnon Sacarosa1M
| . !
I (R N
25% Glicerol + 25% 1-2 Propanediol

OPS (Open Pulled Straw): Vajta et al., 1998

O |

Pajuela 0,25 ml estirada y abierta con el o los embriones cargados po
capilaridad

Figura 4. Envasado de los embriones para la vitrificacion.

Fuente: (32)

La deshidratacién determina cambios en el volumen osmotico de los embriones
durante el proceso de crioconservacion, sin que se formen cristales de hielo durante
el enfriamiento, almacenamiento o calentamiento. La mayor velocidad de los cambios
de temperatura ofrece dos ventajas: permite reducir el tiempo de contacto entre el
embrion y los CPA’s, disminuyendo asi los efectos tdxicos y osméticos, y limitando el
riesgo de lesiones por la exposicién a bajas temperaturas debido a la rapida transicién
por la zona de “temperatura critica” frente a la que los embriones presentan una
elevada fragilidad (35)

2.9 Vitrificacion frente a la congelacion

El congelamiento convencional tiene una ventaja comparativa frente a los métodos de
criopreservacion, al ser un metodologia que permite la utilizacion de bajas
concentraciones de crioprotectores y permite la transferencia directa de los embriones
después de la descongelacion, sin embargo su habilidad para prevenir la formacion
de hielo intracelular aun es limitada, ademds, los resultados in vitro de la
criopreservacion de embriones han sido variables y menores en comparacion a los

datos obtenidos en embriones in vivo. (33)

La razdn por la cual existe esta variacion en la viabilidad de los embriones producidos

in vitro, en comparacion con los producidos in vivo, es probablemente por las
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caracteristicas fisicas propias del primer tipo de embriones, que hacen que sean mas

sensibles a bajas temperaturas.

Entre dichas caracteristicas, se encuentran diferencias no solo morfologicas sino

también fisicas como:

El aumento en el nimero de vacuolas.

Mayor fragilidad de la zona peltcida

Menor competencia embrionaria

Un menor nimero de blastdmeros, sobre todo en la masa celular interna.
Alteraciones en la expresion genética

Mayor tasa de apoptosis

N o g A~ wDdhdPRE

Aumento en el alto contenido citoplasmatico de lipidos. (33)

No hay ninguna razén para creer que la duracién habitual de la crioconservacion de
pequefias cantidades de embriones en nitrogeno liquido debe ser un factor que afecta

a su viabilidad después de la descongelacion. (38)

La tasa de embarazo utilizando embriones producidos in vitro (IVP) han sido
generalmente mas bajas que las informadas para los embriones derivados in vivo, que
pueden estar relacionados a nivel morfolégico, ultraestructural, metabdlica,
bioquimica y genoma entre las dos categorias de embriones. Existen indicaciones
claras de que la sensibilidad al enfriamiento de embriones de ganado depende de su
etapa de desarrollo y de las condiciones de cultivo, asi como de la presencia de

numerosas gotitas de lipidos en el citoplasma en los embriones de PIV (38).

La vitrificacion es la solidificacion de una solucién a bajas temperaturas sin la
formacion de cristales de helo. La vitrificacion se puede ver como un aumento de la
viscosidad y requiere velocidades de enfriamiento rapidas. La clave del éxito de la
vitrificacion radica en los procedimientos que minimizan la formacion de cristales de

hielo intracelular y la lesion por enfriamiento de la membrana. (43).

La vitrificacion de ovocitos y el embridn producido in vitro tiene practicas limitadas para
la produccién asistida en bovinos. Sin embargo, esta tecnologia es esencial tanto por

razones biolégicas como comerciales. Las obtenciones de embriones bovinos viables

Shirley Lissette Merchan Vargas

Milton Alejandro Tenemaza Cumbe 39



AEE Universidad de Cuenca
E"\'Ef?ff'

a partir de ovocitos vitrificados han resultado dificiles, y las tasas de supervivencia y
desarrollo dispares después del calentamiento, al igual que las diferencias en cuanto
a la falta de igualdad, significa que todavia no existe.

2.10 Evaluacién de embriones después de la descongelacion

Los embriones in vitro de ganado bovino se caracterizan por una mayor sensibilidad
de enfriamiento y una capacidad muy reducida para tolerar la congelacion en
comparacion con sus contrapartes producidas in vivo; después de la crioconservacion,
la tasa de reexpansion y eclosién in vitro es alta, pero el desarrollo después de la
transferencia sigue siendo baja. Se cree que la falla de viabilidad después de la
descongelacién y la transferencia probablemente se debe a un dafio celular o
alteraciones metabdlicas durante el proceso de crioconservacion (44).

El ndmero de células, asi como su grado de diferenciacion estan altamente
relacionadas con la calidad embrionaria y por ello son objeto de estudio mediante
técnicas de tincién. En el blastocisto se diferencia dos tipos de celulares: la masa
celular interna constituida por el grupo de culas pluripotentes que se sitta en el polo
embrionaria del blastocisto y u edra lugar al embrién, y el trofectodermo, formado por
células diferenciadas que ocupan la periferia del blastocisto y que daran lugar a la

formacion de la placenta y anejos fetales.

La tincidn vital permite determinar el nimero de células vivas del embridn, mientras
gue la tincion diferencial permite un recuento de las células de la masa celular interna

y del trofectodermo ambas proporcionan informacion sobre la calidad del embrién (45).
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
3.1.1 Recursos materiales disponibles

e Computadora y programas informaticos sitios de navegacion.
e Libros acordes a la tematica.

e Impresora.

e Overoal.
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e PBotas
e Casco
e Mandil.

3.1.2 Recursos materiales requeridos

e Materiales Fisicos

- Recipientes para recoleccion de orina.

- Guantes (Latex)

- Papel aluminio, papel de ordefio

- Placas Petri redondas de 35 mm.

- Agujas de 20 G, jeringas de 2 piezas sin caucho y capilares Drummond.
- Horas de bisturi.

- Cajas Petri de cultivo.

- Camara fotogréfica.

e Biolbgicos

- Ovarios bovinos.

- Personal.

e Quimicos.

- Solucién salina (cloruro de sodio).

- Aceite mineral

- Alcohol 70%

- Hialuronidasa

- Medio de recoleccion (PBS +heparina sddica + suero fetal bovino)
- Azul de Tripan.

- Desinfectantes (jabén)

e Materiales de Laboratorio

- Estéreo microscopio.

- Vaso de precipitaciéon, bafio Maria, platina de calefaccion

- Balanza, cajas de cultivo NUNC con pocillos (4 0 5)

- Puntas de pipeta (tips) amarillos sin corona y tubos Ependorf de 3 ml
e Materiales de oficina

- Cuaderno de campo Yy esferos
I —
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- Tablero de campo
- Medios extraibles (Flash Memory USB).

- Calculadoray marcadores.
3.1.3 Area de estudio

El presente estudio se realiz en el laboratorio de Biotecnologias Reproductivas de la
Granja de Irquis, de la Universidad de Cuenca, ubicada en la parroquia Victoria del
Portete (Figura 1), a 22 Km de la ciudad de Cuenca. La granja mencionada se
encuentra a una altitud de 2796 msnm. La precipitacion anual oscila entre 1000 y 2500

mm, con temperatura que varian entre 3 a 11°C.

Portete

Figura 5. Ubicacion de la granja de Irquis

Fuente: Climate — Data.Org, (2016)

3.2 Métodos

3.3 Unidad experimental
En este estudio se utilizaron 348 ovarios de matadero (116 por cada grupo
experimental) de los cuales se obtuvieron 2532 ovocitos recuperados por aspiracion

folicular en 13 repeticiones.

Los ovocitos seleccionados en este experimento fueron recuperados de ovarios de

tres categorias: 1, de un par de ovarios (ipsilateral) con presencia de un cuerpo lateo
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(CL) que, segun sus rasgos exteriores, se considero que esta entre los dias 5y 17 del
ciclo estral tal como lo describe (15); 2, del ovario opuesto (contralateral) al anterior,
que carecia de estructura luteal; 3, por cada par previamente descrito, se colectd un

ovario de vacas en que ninguno de los ovarios habia un cuerpo luteo.
3.4 Disefio experimental
Se conformaron 3 grupos experimentales con dos tratamientos y un testigo:
Grupo 1: Ovario Ipsilateral: con cuerpo luteo (CCL)
Grupo 2: Ovario Contralateral: sin cuerpo lateo (SCL)
Grupo 3: Testigo o control: sin cuerpo luteo en ambos ovarios (C).
3.4.1 Analisis estadistico

Se aplicé un modelo completamente aleatorizado. Las proporciones, expresadas
como porcentajes, se analizaron mediante la regresion logistica del SAS (Statistical
Analysis Systems, 2012), mientras que el nUmero de blastobmeras sanas y alteradas
se analizaron mediante el andlisis de varianza usando el procedimiento GLM del
programa estadistico SAS. Las diferencias entre medias se compararon con el
procedimiento LSMeans del SAS. Los valores con P<0,05 fueron considerados

significantes y P<0,10 tendencia estadistica.

3.5 Variables en estudio
Independientes:
= Presencia o no de un CL en el ovario del cual se obtuvo los ovocitos
» Eldiade recuperacion de los mismos (repeticiones o colectas de ovarios; n=13)

* Presencia o no de un foliculo dominante (mayor a 8 mm) del ovario del cual se

obtuvieron los ovocitos
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Dependientes
» Proporcién de ovocitos fecundados (tasa de clivaje)
= Proporcién de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto.
* Proporcién de embriones que re-expandieron.
» Proporcién de embriones que protruyeron (se liberaron de la zona pelucida).

= NoOmero y porcentaje de blastomeras alteradas y numero de blastdbmeras

sanas.

3.6 Metodologia

3.6.1 Recoleccion de ovarios de matadero

Los ovarios fueron recolectados del Camal Municipal de Cuenca (EMURPLAG EP)
una o dos veces por semana hasta completar 13 repeticiones. Inmediatamente
extraidos del animal, los ovarios fueron colocados en recipientes de plasticos con tapa
(recolectores de orina) con solucion salina atemperada entre 35 y 38°C en su interior.
Luego transportados hasta el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién Animal

en un tiempo no mayor a tres (3) horas.

Una vez en el laboratorio se lavaron los ovarios con solucion fisiolégica (cloruro de
sodio al 0,9%) estéril dos o tres veces hasta que el contenido liquido se vea
completamente cristalino, y los tejidos adyacentes a los ovarios (cuernos uterinos,
ligamento, segmentos de oviducto, etc.) se removieron cuidadosamente con una tijera,

sin dafar los foliculos de la superficie ovarica.

Luego de esto se procedio a pesar cada uno de los ovarios con cuerpo luteo y se tomo
nota del peso respectivo antes y después de haber puncionado los foliculos para la
recuperacion de ovocitos. El mismo procedimiento se realizdé con los ovarios que no

tenian cuerpo luteo, es decir, con los SCL y C.
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Luego de aspirar, clasificar y procesar los ovocitos segun lo indicado en este apartado,
los cuerpos luteos se separaron del resto del tejido ovarico, se fotografiaron, pesaron
y registraron de acuerdo al ovario del cual fueron disecados.

3.6.2 Aspiracion de los ovocitos

Se aspiraron los foliculos antrales de cada ovario con un diametro entre 2 a 8 mm. La
puncion y aspiracion de foliculos se realizé6 empleando una jeringa desechable de dos
piezas (con embolo sin caucho) acoplada a una aguja de calibre 20 G (Figura 1). El
liquido folicular de cada ovario fue depositado en un tubo Eppendorf de 2 ml, el cual

se identifico de acuerdo al grupo experimental que corresponde.

Figura 6. Puncion y aspiracion folicular.

Fuente: Autora; Shirley Merchan, (2018)

Una vez aspirados los foliculos de todos los ovarios, se dejé reposar por un lapso de
15 min, los ovocitos acumulados en el fondo de los tubos Eppendorf fueron
succionados con una pipeta Pasteur y colocados en una placa de busqueda de 95 mm
de lado con fondo cuadriculado, para facilitar la exploracién e identificacion de las

estructuras.

3.6.3 Evaluacién de la calidad de los complejos camulos ovocitos

Inmediatamente después, la placa se llevé a un microscopio estereoscopio donde se
realizé la busqueda y seleccién de los complejos cimulos ovocitos (COC’s), que una
vez identificados como aptos (A, B)(47) para la maduracion, fueron trasferidos a traves
de 4 o 5 gotas de 200 pL de medio HSOF, con la finalidad de lavarlos y librarlos de

detritos tisulares. Se registr6 el nimero de ovocitos encontrados por ovario. Los
I —
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COC’s obtenidos fueron evaluados y calificados de acuerdo a (6) como se describe a

continuacion:

Categoria (1) A, buena calidad, con varias capas (tres 0 mas) de células del cumulo
rodeando en forma compacta a la zona peldcida, cuyo citoplasma esta finamente

granulado y homogéneo.

Categoria (2) B, calidad regular, con menor numero de capas del cimulo ligeramente
adheridas (tres o menos), rodeando a la zona pellcida, y con granulaciones

citoplasmaticas ligeramente mas gruesas y/o menos homogéneas.

Categoria (3) C, mala calidad, parcial o completamente denudados (sin células del
cumulo alrededor de la zona pellcida) y con cumulos disperso y descolorido, (café
claro o muy oscuro), y citoplasma con granulaciones heterogéneas y areas claras y

oscuras.

Categoria (4) D, mala calidad, presencia de cumulo expandido, citoplasma muy

oscuro, y signos de maduracién y/o degeneracién ovocitaria.

Una vez clasificados los COC’s se cuantificaron segun los aspectos antes descritos,
y se utilizaron anicamente los aptos de categoria A y B, los cuales se pusieron a
madurar en gotas de 100 pL de medio de maduracion, con la finalidad de que

completaran la meiosis.

Figura 7. Clasificacion por la calidad de COCs.
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Fuente: Lopez Cardona, Gbmez Morales, Morales Tarazona, & Olivera, (2014)

3.6.4 Maduracion in vitro de los complejos cumulo ovocitos

Se utiliz6 un medio maduraciéon preparado a base de TCM 199, suplementado con
10% suero fetal bovino, 100 pg/ml de Piruvato de Sodio, 0,75 mg/ml de L-Glutamina,
4 pg/ml de FSH-p (Folltropin®, Bioniche, Canada), 2 pg/ml de Estradiol y 250 pg/ml
de Gentamicina. Cada grupo de COCs se colocé en microgotas de 100 pl en placas
de Petri de 5 cm, en una estufa con CO2 a 5%, humedad a 90% y a 38.5 °C por un
periodo de 18 a 24 horas para su maduracion (Figura 8).

Figura 8. Maduracién de COCs, en el laboratorio.
Fuente: Autor; Milton Tenemaza, (2018)

3.6.5 Fecundacion in vitro y determinacién de la tasa de clivaje

Luego de la maduracioén, los COCs se lavaron en gotas de medio H-SOF (Hepes-
Fluido Oviductal Sintético) y colocaron en microgotas de medio de fecundacion (FIV-
SOF) suplementado con 10 ug/mL de heparina, en una incubadora con 5% de CO2,
90% de humedad y a 38.5 °C por un periodo de 24 horas.

Previo a iniciarse el periodo de incubacion antes descrito, las microgotas individuales
de FIV-SOF conteniendo los COCs de cada tipo de ovario, se inseminaron con semen
descongelado, previamente procesado mediante su pasaje a través de columnas de
Percoll (Figura 9), con la finalidad de usar los espermatozoides mejor capacitados
para la fecundacion.
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Figura 9. Pasaje de semen a través de las columnas de Percoll.
Fuente: Fernando Perea, (2018)

Terminado el procedimiento anterior, se estimé la concentracion de espermatozoides
y se determiné el volumen de semen para colocar un equivalente a 1-1,5 millones de

espermios por mililitro.

Luego de culminado el periodo de fecundacién, las células del cimulo se separaron
mecanicamente de los ovocitos no fecundados y de los presuntos embriones, y 24
horas mas tarde se determind la proporcion de clivaje.

3.6.6 Cultivo in vitro y desarrollo de blastocistos

Los embriones producidos en la etapa anterior, provenientes de cada tipo de ovario,
fueron transferidos a microgotas de medio de cultivo (Cit-SOF), e incubados bajo una
capa de aceite mineral, en un ambiente saturado de humedad a 38.5 °C, 5% de CO2
y 90% de nitrégeno y por 7 dias. Al finalizar este periodo, se determiné el nimero de
blastocistos y de las diferentes categorias de embriones obtenidos por cada grupo

experimental.

3.6.7 Criopreservacién de embriones

En el dia 7, los embriones que alcanzaron el estado de blastocistos fueron

criopreservados mediante dos métodos: vitrificacion y congelacion lenta.
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Figura 10. Estadios de desarrollo embrionarios en bovinos, transferibles al dia 7.
Fuente: Lépez Cardona et al., (2014)
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Figura 11. Estadios de embriones encontrados.
Fuente: Autor; Milton Tenemaza, (2018)

3.6.8 Soluciones y procedimiento para la vitrificacion de embriones

Para este procedimiento se prepararon las 4 soluciones que se describen a
continuacion: (1) mantenimiento (SM), constituida por H-SOF (80%) y suero fetal
bovino (20%); (2) de sucrosa (SS) 0,5 molar, que se prepard diluyendo 1,71 g de
sucrosa en 10 ml de SM; (3) de vitrificacion 1 (SV1), elaborada con 850 uL de SM +
75 uL de etilenglicol (EG) + 75 pL de dimetil sulféxido (DMSO); (4) de vitrificacion 2
(SV2), que se preparo con 670 pL de SS + 165 pL de EG + 165 puL de DMSO.

El procedimiento de vitrificacién, implico que los blastocistos fueron expuestos, en
microgotas de 100 puL, a tres soluciones en forma secuencial, cumpliendo los
siguientes tiempos: SM 5 minutos, SV1 3 minutos y SV2 < 30 segundos.

Una vez finalizado el tiempo de exposicion de los blastocitos a la SV2, los embriones

fueron colocados (por capilaridad) en el extremo de un catéter (Tom Cat; Figura 12)
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de plastico y vertidos en un recipiente con nitrégeno liquido y almacenado en un termo

hasta el momento de revertir el proceso (desvitrificacion).

3.6.9 Soluciones y procedimiento para calentar los embriones

El procedimiento opuesto a la vitrificacion se denomina calentamiento. En este
proceso se utilizaron dos soluciones: (1) de calentamiento 1 (SC1) 0.25 M, elaborada
agregando 500 puL de SM y 500 pL de SS; y (2) de calentamiento 2 (SC2) 0.15 M, la
cual se prepar6 con 850 pL de SM + 150 L de SS.

Los embriones vitrificados se colocaron en la SV1 por 1 minuto y en la SV2 por 5
minutos, ambas soluciones a 37°C. Inmediatamente después se transfirieron a
microgotas con medio de cultivo (Cit-SOF), bajo una capa de aceite mineral, en una
incubadora con un ambiente saturado de humedad a 38.5 °C, 5% de CO2 y 90% de

nitrégeno, por 48 horas.

Figura 12. Catéter Tom Cat usado para vitrificar embriones

3.6.10 Congelacién lenta de embriones

Las fases del proceso de congelacién fueron: a) adicion del agente crioprotector, b)
enfriamiento del embrién, induccién de la formacion de hielo (seeding), congelacion y
almacenamiento en nitrégeno liquido (NL), c) calentamiento, y d) retirada del

crioprotector.

En este caso, los embriones fueron colocados en medio de congelacion elaborada
con etilenglicol (EG) a 35 ° C por 10 minutos. Durante ese periodo los embriones se
colocaron en pajuelas de inseminacion de 0,25 mililitros en una columna central de

solucion de EG 1,5 M, con cuatro columnas, 2 en ambos extremos de la pajilla, de una
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solucion de EG 0,75 M diluida en DPBS (solucion salina tamponada con fosfato de

Dulbecco) separadas cada una por una columna de aire (Figura 13).

Las pajillas con los embriones se colocaron por 10 minutos en una camara de
congelacion (Cryologic CL 3300; Victoria, Australia) previamente estabilizadas a -6 °C.
A partir de ese momento se inici6 el proceso de congelacion a una tasa de
0,5°C/minuto por 45 minutos hasta alcanzar los -32°C, cuando fueron sumergidas en

nitrégeno liquido.

Solucion Solucion
de descongelacion de congelacién  Aire

| Lol
TiT

*

* Solucién para inducir la
formacion de hielo

Embrion (seeding)

Figura 13. Esquema para la congelacion de embriones en pajillas de inseminacion

Fuente: Peldez, (2011)

Para la descongelacion de los embriones, las pajillas se retiraron del nitrdgeno liquido,
se expusieron a temperatura del ambiente por 10 segundos y se sumergieron en agua
a 35°C por 20 segundos. Inmediatamente después se transfirieron a microgotas con
medio de cultivo (Cit-SOF), bajo una capa de aceite mineral, en una incubadora con
un ambiente saturado de humedad a 38.5 °C, 5% de CO2 y 90% de nitrdgeno y por
48 horas.

3.6.11 Evaluacion de la sobrevida embrionaria

Luego de ser calentados o descongelados al menos 7 dias posteriores a la vitrificacion
0 congelacion, los embriones de cada grupo de ovarios se colocaron en gotas de 100
UL, cubiertas con aceite mineral, de medio Cit-SOF por 48 horas. La re-expansion se

valoro a las 2, 24 y 48 h mientras que la eclosion embrionaria a las 24 y 48 h.
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3.6.12 Doble tincién con fluorocromos para determinar células totales y

alteradas

Para este procedimiento se prepararon las siguientes soluciones: en el primero con
loduro de Propidio elaborada agregando (IP Stock) 1mg de IP en 1ml de H-SOF y
(IP final) 30ul de IP Stock en 970ul de H-SOF y en la segunda tincion de Hoechst
(3342, Sigma) agregando, (Hoechst Stock) 1mg en 1ml de H-SOF y (Hoechst final)
10ul de HS en 990ul de H-SOF, también se pasaron en una Solucién de Fijacién
elaborada con 750 ul de H-SOF + 250 ul de glutaraldehido y una Solucién de Montaje
elaborada con 250 ul H-SOF + 250 pl de glicerol al 2%.

Tras la sobrevida embrionaria a las 48 horas, fueron sometidos a la doble tincion con
fluorocromos, en este procedimiento los blastocistos se pasaron del medio de cultivo
a cajas de Petri cuadriculadas y fueron expuestas de forma secuencial a las soluciones
en los siguientes tiempos: 1) en 500ul de solucion de fijacion durante 20 minutos a
temperatura ambiente, 2) en 500ul de H-SOF por 5 minutos a T° ambiente, 3) en 500l
loduro de Propidio por 5 minutos a 37°C, 4) en 500ul de H-SOF por 5 minutos a T°
ambiente, 5) en 500ul de H-SOF por 5 minutos a T° ambiente, 6) en 500ul con tincion
de Hoechst durante 30 minutos a T° ambiente, 7) en 500ul de H-SOF por 5 minutos a

T° ambiente, 8) en 500ul de H-SOF durante 5 minutos a T° ambiente.

Posteriormente al ser expuestos a la Ultima solucién fueron transferidos al portaobjeto
graficado previamente pequefios circulos en el cual cabian 10 embriones por
portaobjetos, luego fueron cubiertos con un cubreobjetos cada uno de los tratamientos
para ser sellados y finalmente para ser llevados a observar en un microscopio invertido
con un sistema luz de fluorescencia para el conteo de las células totales y células

alteradas de cada embrién.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados
En este estudio se utilizaron 348 ovarios (116 por cada grupo) que de acuerdo al grupo
experimental tuvieron pesos diferentes. En el grupo CCL el peso promedio del ovario
fue significativamente superior (10,4 £ 0,25 gr; P<0,01) al del SCL (5,7 + 0,25 gr) y
control (6,1 £ 0,25 gr), los cuales no variaron entre si. El peso promedio del cuerpo
liteo en CCL fue de (4,2 + 0,15 gr).

4.1.1 Calidad de ovocitos

De los 348 ovarios de este estudio se obtuvieron 2532 ovocitos en 13 repeticiones,
que, de acuerdo a la calidad, el 63,8% correspondieron a las categorias Ay B y el
36,2% alas Cy D. La Figura 14 indica que la proporcidon de ovocitos A + B (aptos) fue
mayor (66,6 %) en CCL que en SCL (61,9 %) y C (62,7%) (P<0,05); asimismo, en los
C + D (no aptos), esta proporciéon fue menor en el grupo CCL (33,4 %) que en SCL
(38,1%) y C (37,2%) (P<0,05).
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Figura 14. Proporcién de ovocitos de calidades AB y CD de acuerdo a la presencia (CCL) o
no (SCC, C) de un cuerpo liteo en el ovario al momento de la colecta (* ° P<0.05).

4.1.2 Tasa de clivaje y produccion de embriones

Durante el estudio se maduraron 1372 ovocitos aptos, de los cuales 506
correspondieron al grupo CCL, 422 a SCL y 444 a C (Tabla 2). Luego de la
fecundacion in vitro, una mayor proporcion de ovocitos del grupo CCL clivaron en
comparacién a los SCL y C (68,3% versus 43,8% y 46,6% respectivamente; P<0,01).
Asimismo, se obtuvo una mayor proporciébn de embriones totales (39,0% versus
29,2% y 29,8% respectivamente; P<0,05) y de blastocistos en el dia 7 (68,2% versus
39,8% y 38,7% respectivamente; P<0,01) en el grupo CCL que en SCL y C (Tabla 2).
Asimismo, se obtuvieron casi el doble de embriones por ovocito puestos a madurar
(0,27 £ 0,02; 0,14 + 0,03 y 0,15 £ 0,03 para CCL, SCL y C respectivamente; P<0.01)
y entre 2 y 2,6 veces mas embriones por ovario utilizado (1,13 £ 0,1; 0,43 £ 0,14 y
0,55 + 0,14 para CCL, SCL y C respectivamente; P<0.01) en el grupo CCL que en
SCLyC.

Tabla 2. Numero de ovocitos, tasas de clivaje, de embriones en el dia 7 y de blastocitos

criopreservados de acuerdo a la presencia (CCL) o no (SCC, C) de un cuerpo luteo en el
ovario al momento de la colecta de ovocitos.

: . " . "
Tipo de Nro. de Clivaje Embrlo,nes Bl_astomstos

_ . o eneldia?7 criopreservados
Ovario ovocitos (n) % (") % (n) %
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ccL 506 (323) 63.82 (126) 39.0° (86) 68.2 2
SCL 422 (185) 43.8°P (54) 29.2°¢ (21) 38.9°
C 444 (208) 46.6 P (62) 29.8°¢ (24) 38.7 "

Valores con diferente letra en la misma columna difieren 2 P<0.01; ¢ P<0.05.
*En relacion a los ovocitos clivados.
**En relacion a los embriones en el dia 7.

De las categorias de embriones producidos en el dia 7 de cultivo (M: moérulas; BT:
blastocistos tempranos; B: blastocistos; BE: blastocistos expandidos; BP: blastocistos
protruidos), se obtuvo una mayor proporcion de M y BT en los tratamientos SCL
(70,6%; P<0,01) y C (65,1%; P<0,05) que en CCL (42,0%) Figura 15. Aunque el
porcentaje de blastocistos no vario entre grupos de ovarios, se alcanz6 una proporcion
significativamente mayor de BE y BP en los ovarios CCL que en los SCL y C (28,6

versus 9,8 y 9,5% respectivamente; P<0,01).

80
70 c OCCL mSCL @cC
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40
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I o b
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M+ BT B BE + BP
CALIDAD DE OVOCITOS

% DE OVOCITOS

Figura 15. Estadio de embriones expresados por porcentaje (%) con presencia de (M:
moérulas; BT: blastocistos tempranos; B: blastocistos; BE: blastocistos expandidos; BP:
blastocistos protruidos) de acuerdo a la presencia (CCL) o no (SCC, C) de un cuerpo lateo en
el ovario al momento de la colecta de ovocitos (*° P<0,01, * ¢ P<0,01).

4.1.3 Criotolerancia embrionaria

En la Tabla 3 se muestra tasa de expansion de blastocistos vitrificados a las 2 h, y de
expansion y protrusién a las 24 y 48 h luego de su calentamiento. Aunque se
encontraron algunas diferencias numéricas entre los grupos experimentales, estas no

fueron significativas en ninguna de las variables estudiadas.
I —
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Tabla 3. Tasa de expansion de blastocistos vitrificados a las 2 horas (h), y de expansién y
protrusion a las 24 y 48 h luego de su calentamiento de acuerdo a la presencia (CCL) o no
(SCC, C) de un cuerpo lateo en el ovario al momento de la colecta de ovocitos.

Tipo de Nro. de 2h 24 h 48 h

ovario  blastocistos Reexpansién Reexpansiéon Protrusion ~ Reexpansion Protrusion
(n) % (n) % (n) % (n) % (n) %

CCL 45 (22) 48,92 (28) 62,28 (7) 1552 (26) 57,72 (8) 17,72

SCL 13 (7) 53,82  (9) 69,28 (2) 1542 (4) 30,72 (2) 1542

C 12 (8) 66,62 (10) 83,33 (1) 832 (4) 3332 (2) 16,62

Valores con diferente letra en la misma columna difieren

De forma similar, en los embriones descongelados tampoco se detectaron diferencias
estadisticas, aunque hubo diferencias numéricas bastante notorias (Tabla 4). Por
ejemplo, la tasa de reexpansion a las 2 h fue alrededor de 3,5y 2,5 veces en CCL y
SCL que en el grupo C respectivamente. Llama también la atencién que la tasa de
protrusion alas 24y 48 hfue 0en SCLy Cyde 13,1y 15,8% en CCL respectivamente.
Ademas, se detectd una tendencia estadistica (P<0,09) en la reexpansion a los 24 h
entre los blastocistos del grupo CCL y los de SCL y C que fue aproximadamente 2,1

y 1,95 veces menor respectivamente.

Tabla 4. Tasa de expansion de blastocistos descongelados a las 2 horas (h), y de expansién
y protrusion a las 24 y 48 h luego de su descongelacion de acuerdo a la presencia (CCL) 0 no
(SCC, C) de un cuerpo lateo en el ovario al momento de la colecta de ovocitos.

Tipo  Nro.de 2h 24 h 48 h

de blastocistos Reexpansién  Reexpansién  Protrusion  Reexpansiéon  Protrusion
ovario (n) % (n) % (n) % (n) % (n) %
CCL 38 (14) 389 (13) 3422 (5) 13,1 (8) 21,1 (6) 158
scL 7 (2) 286  (5) 71.4® (©0) O (3) 428 (0) O
C 9 (1) 11,1 (6) 66,6° (0) O (3) 33,3 © o

Valores con diferente letra en la misma columna indican tendencia estadistica ® ¢ P<0,09.

Cuando los datos de la sobrevida de los blastocistos calentados y descongelados se
analizé en forma conjunta (Tabla 5), las diferencias numéricas entre grupos de ovarios
en las variables evaluadas se hicieron menos evidentes, con la excepcién de la
reexpansion a las 24 horas que fue significativamente superior Unicamente en los
ovarios C que en los CCL (P<0,05).
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Tabla 5. Tasa de expansion de blastocistos criopreservados a las 2 horas (h), y de expansion
y protrusion a las 24 y 48 h luego de su calentamiento/descongelacion de acuerdo a la
presencia (CCL) o no (SCC, C) de un cuerpo luteo en el ovario al momento de la colecta de
ovocitos.

Tipo de Nro.de 2h 24 h 48 h

ovario  blastocistos Reexpansion Reexpansion Protrusion  Reexpansion  Protrusion
(n) % (n) % (n) % (n) % (n) %

CCL 83 (36) 43,4  (41) 49425 (12) 14,4 (34) 40,9  (14) 168

ScL 20 (9) 45,0  (14) 700%c " (2) 100  (7) 35,0 (2) 10,0

C 21 9) 42,8  (16) 76,2°¢ (1) 47 (7) 333 (2) 95

Valores con diferente letra en la misma columna difieren & ¢ P<0,05.

En la Tabla 6 se indica los resultados de la comparacién entre grupo de ovarios de las
células totales, y del nimero y porcentaje de células alteradas de los embriones
calentados luego de la vitrificacion. La doble tincion con fluorocromos permitio
determinar que el nimero total de células y el nimero y porcentaje de células

alteradas fue estadisticamente similar entre los tres grupos estudiados.

Tabla 6. Numero de células totales, y nUmero y proporcion de células alteradas a las 48 horas
luego del calentamiento de blastocistos vitrificados de acuerdo a la presencia (CCL) o no
(SCC, C) de un cuerpo lateo en el ovario al momento de la colecta de ovocitos.

Proporcion de

Tipo de Nro. de Células totales Células alteradas células alteradas

Ovario embriones

(%)
CCL 30 73,4+3,6°2 89+182 12,1+2,12
SCL 7 64,1+8,1¢2 6,4+4,12 98+492
C 9 69,6 +7,32 10,9+3,6¢2 16,5+4,372

Valores con diferente letra en la misma columna difieren

La evaluacion de los blastocistos congelados indica que el nimero total de células y
de células alteradas fue mayor, pero no significativo, en los ovarios CCL en
comparacion con los SCL y C (Tabla 7); mientras que el porcentaje de células
alteradas en los tres grupos de ovarios en estudio fue muy similar (30,8 + 4,1, 34,6 +

7,2y 29,2 £7,2; respectivamente).

Tabla 7. Numero de células totales, y nUmero y proporcion de células alteradas a las 48 horas
luego de la descongelacion de blastocistos de acuerdo a la presencia (CCL) o no (SCC, C) de
un cuerpo luteo en el ovario al momento de la colecta de ovocitos.
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Proporcién de

Tipo de Nro. de Células totales Células alteradas células alteradas

Ovario embriones

(%0)
CCL 12 524+ 362 18,6 +35¢2 308+4,12
SCL 3 352+12,12 125+6,12 346+7,22
C 3 359+12,12 10,5+6,12 292+7,2%2

Valores con diferente letra en la misma columna difieren

El andlisis de los datos combinados del nimero de células totales, y el nimero y
proporcion de células alteradas a las 48 horas luego de la descongelacion o el
calentamiento de los blastocistos criopreservados indica que se cuantificaron entre 10
y 13 mas células totales en los blastocistos provenientes de ovarios CCL que en los
SCL y C (P>0,05). Ademés, aunque hubo cierta variacion numérica en las células

alteradas entre los grupos de estudio el porcentaje de estas células fue muy similar.

Tabla 8. Numero de células totales, y nimero y proporcion de células alteradas a las 48 horas
luego de la descongelacién o el calentamiento de blastocistos de acuerdo a la presencia (CCL)
0 no (SCC, C) de un cuerpo ltteo en el ovario al momento de la colecta de ovocitos.

Proporcion de

Tipo de Nro. de Células totales Células alteradas células alteradas

Ovario embriones (%)

CCL 42 629+412 13,8+2,152 214+252
SCL 10 49,7+782 94+392 222+472
C 12 528+752 10,7+3,82 228+452

Valores con diferente letra en la misma columna difieren

Los datos agrupados de acuerdo al tipo de criopreservacion aplicada indica que la
vitrificacion afecto menos a los blastocistos vitrificados que a los congelados, dado
gue en estos se cuantificaron mas blastomeras totales y menor nimero y porcentaje

de células alteradas que cuando estas fueron congeladas (P<0,01).

Tabla 9. Numero de células totales, y nimero y proporcion de células alteradas a las 48 horas
luego de la descongelacion de blastocistos de acuerdo a la presencia (CCL) o no (SCC, C) de
un cuerpo lateo en el ovario al momento de la colecta de ovocitos.

Proporcién de

T'PO de ., Nro. qle Células totales Células alteradas  células alteradas
criopreservacion embriones (%)

Vitrificados 46 69,1+44°2 88+222 128+262
Congelados 18 41,2+7,2°b 13,8+36° 31,5+4,3°

Valores con letras diferentes en la misma columna difieren ¢ P<0,01
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4.2. Discusién

La presencia de un cuerpo lateo en los ovarios incrementa el nUmero de ovocitos

recuperados de calidad A y B, asi como la tasa de produccion in vitro de embriones

(4).

Segun menciona Bearden y Fuquay, en las vacas Holstein a los cuatro dias el CL tiene
un tamafio promedio de 8 mm, siendo el promedio maximo de 20.5 mm, que se
alcanza a los 15 o0 16 Dias del ciclo en vacas no gestantes. Posteriormente reduce su

tamafio a 12.5 mm entre el dia 18 a 21 luego de iniciada la Lutedlisis (7) & (16).

Autores como (49) sefialan que la presencia de cuerpo lateo parece afectar el
desarrollo folicular, en su trabajo realizado en ovejas, concluyen que los ovarios con
presencia del CL al dia 8 del ciclo estral tuvo mayor nimero de foliculos de 1 mm
comparados con los del ovario contralateral. Inclusive manifiestan que el diametro del
foliculo dominante es mayor cuando existe la presencia del CL. Ademas, que la
presencia de un CL funcional puede ejercer efectos sistémicos o locales en la
poblacién folicular de ovejas afectando la dominancia ejercida por los foliculos

grandes.

4.2.1 Evaluacion de la calidad ovocitaria

Tanto el niumero como la calidad de los complejos cumulos ovocitos (COC’s), son
importantes para iniciar el cultivo de embriones, pero estudios publicados por (50),
(51), afirma haber recogido mayor cantidad de foliculos de ovarios sin CL en bovinos,

ademas encontrd6 mayor numero de ovocitos de categoria A y B en este ovario. El
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autor afirma que este hallazgo es porque hay una restriccion del desarrollo folicular, y
que en ausencia de un CL no hay produccion de progesterona que podria tener
efectos induciendo la degeneracion folicular, de esta manera la foliculogénesis puede
darse con mayor éxito (50). En otro estudio se adiciono progesterona en un medio de
cultivo durante la maduracion de ovocitos in vitro y encontré que redujo la produccion

de embriones que alcanzaron al estado de blastocitos (52).

Conforme con las observaciones de los autores mencionados no se sabe con
exactitud si la progesterona liberada por el cuerpo luteo tiene un efecto local, o si a
través de la circulacién sanguinea afecta también el crecimiento y maduracion de los

ovocitos del ovario contralateral.

Trabajo similar realizado por Quezada-Casasola et al. (2018) en el que utilizaron azul
Tripan (TB) y azul brillante de cresilo (BCB) para seleccionar y determinar la viabilidad
y la competencia de los ovocitos, indicoé que la presencia del cuerpo Iuteo en el ovario
afect6 negativamente la expansion de las células del cimulos. Asi mismo, Bouhier
(2016) sefialé que los ovocitos provenientes de ovarios en etapa de proestro, con
foliculos en crecimiento de diametro < 8mm, presentaron el mayor porcentaje de
recuperacion ovocitaria (51,44%) y de ovocitos grado 1y 2 (66,33 %), en el momento
cuando ya habia culminado el periodo luteal. No obstante, en este estudio se recuperd
una mayor proporcién de ovocitos de calidad Ay B (66,1%) en ovarios con CL que sin
cuerpo luteo (62,3%), coincidiendo con lo indicado por Penitente-Filho et al. (2015)
quienes obtuvieron 2,6 veces mas COCs en ovarios con CL que en aquellos sin

estructura luteal.

Utilizandose otro enfoque para comparar la influencia del CL en los ovarios, un estudio
en el que se colectaron ovocitos en los estadios de predominancia folicular y luteal
(Reis et al., 2006) se encontr0 que en esta ultima fase no solo se recuperaron mas
COCs, si no también que el 63,8% de ellos eran de calidad A y B. Sin embargo, otros
autores no encontraron diferencias en la proporciéon de COCs de calidad Ay B entre
ovarios en fase luteal y en fase folicular o en estado de aciclicidad (Wit et al., 2000).

Segun Erb, Estergreen, Gomes, Plotka & Frost (1968) el contenido de progesterona

en los ovarios corresponde en un 90% al ovario que porta un CL, refleja un cambio en
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la recuperacion de ovocitos y tiene también un efecto intraovarico sobre la poblacion
folicular, aunque Pfeifer & Schneider (2008) no estan de acuerdo con que el CL afecta
el desarrollo embrionario, sin embargo, indican existe una correlacion positiva entre la

atresia folicular y la competencia de los ovocitos.
4.2.2. Evaluacién de las tasas de clivaje y de produccion de embriones

Karami Shabankareh et al. (2015) compararon las tasas de expansion del cumulo, de
clivaje y de blastocistos a partir de COCs obtenidos de ovarios con o sin un CL. Estos
autores encontraron que en ambos grupos de ovocitos las tasas de clivaje (78,3 + 2,8
y 84,2 = 4,7 respectivamente) y de blastocistos (31,4 + 3,4 y 40,2 + 3,6
respectivamente) fueron estadisticamente similares, aunque en ambos casos,
aproximadamente 6 y 8 puntos porcentuales mayor en los ovarios sin CL que en los

con CL respectivamente.

Independientemente del tipo de ovario (con y sin CL), estos autores (Karimi
Shabankareh et al., 2015) los clasificaron de acuerdo a si los COCs fueron colectados
de foliculos pequefios, medianos y grandes, y en los tres casos encontraron que de
los ovarios sin CL se obtuvieron proporcionalmente mayor cantidad de blastocistos

gue de los ovarios con CL (P<0,01).

Por el contrario, coincidiendo con nuestros resultados, Varisanga et al., (1998)
observaron que los ovarios con CL y sin un foliculo dominante (DF) en el mismo
ovario produjeron mayor numero de ovocitos que experimentaron una mayor tasa de
clivaje y de los cuales se derivaron mayor numero de blastocistos que los obtenidos
de ovarios con CL que portaban un FD o un quiste (CY) o sin ninguna de estas
estructuras incluyendo un CL (P<0,01).

En nuestro estudio, se utilizd6 un enfoque distinto al de los trabajos citados
previamente, dado que se comparo el ovario con un CL de una misma vaca con el
contralateral sin CL, usandose como control los ovarios de vacas sin estructura luteal
en ambos ovarios. Con este enfoque experimental, se demostré que los ovocitos
obtenidos de ovarios con CL tuvieron una tasa de clivaje entre 17 y 20 puntos

porcentuales superior que el ovario contralateral sin CL y el control (P<0,01). Ademas,
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el porcentaje de blastocistos obtenidos fue superior en alrededor de 30% puntos
porcentuales en los ovarios con CL que sin estructura luteal (P<0,01),

independientemente de si era un ovario contralateral o un control.

Adicionalmente, los embriones que se desarrollaron a partir de ovocitos obtenidos de
ovarios con CL crecieron a un ritmo mayor, dado que en el dia 7 se cuantificaron
proporcionalmente menos morulas y blastocistos tempranos (P<0,01) y mas
blastocistos expandidos y protruidos (P<0,01) que los sin CL (SCL y C).

Los resultados (Argudo et al., 2017) indican que el cuerpo liteo no solo afecta las
caracteristicas morfologicas de los ovocitos, sino también su competencia para
madurar (Argudo et al., 2018), clivar luego de la fecundacion, y desarrollarse a
blastocistos (Alvarado et al., 2019). Ademas, se comprobd que el efecto del tejido
luteal podria ser a través de mecanismos locales (intraovaricos), ya que el

comportamiento de los ovocitos y los embriones fue similar en los ovarios sin CL (SCL
y C).

4.2.3. Evaluacion de la criotolerancia embrionaria

En nuestro medio no se encontraron estudios similares en los que se haya evaluado
la criotolerancia embrionaria por efecto del cuerpo luteo. Segun los hallazgos de esta
investigacion, el efecto beneficioso del CL sobre la competencia ovocitaria y
embrionaria no se hizo evidente en la evaluacion de la sobrevida de los blastocistos
calentados o descongelados luego de la criopreservacion, aunque en algunos casos
las diferencias a favor de uno u otro tratamiento fueron considerablemente grandes.
Probablemente, el numero reducido de embriones criopreservados en los tratamientos

SCL y C haya contribuido a que tales diferencias no sean tan evidentes.

En este estudio los embriones que sobrevivieron luego de ser calentados fue menor
al indicado por Assumpcao et al. (2008). Si bien la tasa de re-expansion a 24 horas
fue considerablemente superior a lo logrado por estos autores con un medio de
vitrificacion similar al usado en nuestra investigacion, la tasa de protrusion a las 48
horas fue bastante menor Assumpcéo et al. (2008): 37.9 + 5.31%; este estudio: 15,4

a 17,7% segun el grupo experimental. Sin embargo, los valores obtenidos durante la
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evaluacion de la sobrevida de blastocistos son comparables a los indicados por Rizos,
Ward, Boland, & Lonergan (2001).

Segun Ochoa (2011), en el método mas adecuado para la conservacion de embriones
bovinos es la congelacion convencional en el lavado de embriones (in-vivo) , ya que
garantiza una accién mas eficiente de los crioprotectores gracias a la congelacion
lenta, lo cual no sucede con la vitrificacion ya que en esta se produce un mayor estrés
y dafio de las células embrionarias. Esto es corroborado por el estudio de Assumpcéo
et al. (2008), quienes concluyeron que la congelacién lenta a un ritmo de 5°C/minuto
fue aparentemente el método mas eficaz para la vitrificacion de embriones, aunque
otros autores han encontrado resultados contrarios (Mucci et al., 2006), o similares
entre ambos métodos de criopreservacion (Sanches et al., 2016). Comparando estas
técnicas de recoleccion in-vivo con la FIV, el método de vitrificacion fue el mejor para

la FIV ya que esta conserva a los embriones manteniendo sus estructuras intactas.

En esta investigacion el método de vitrificacion mostré diferencias numéricas en la
sobrevivencia de blastocitos en los diferentes grupos estudiados. Por ejemplo, el
grupo control (C) tuvo mejor comportamiento en la re-expansion a las 2 y a las 24h,
mientras que una proporcion mayor de blastocistos del grupo CCL re-expandieron a
las 48 horas. Independientemente del grupo de ovarios, los valores de la sobrevida
embrionaria fueron menores en los blastocistos vitrificados que en los congelados,
efecto que también se hizo evidente al cuantificar las células tefiidas con fluorocromos
(Tabla 9), donde se aprecia que en los criopreservados mediante la congelacién se

cuantificaron menos células totales y mayor porcentaje de células alteradas.

Oriundo Nufiez (2018) mencionaron que con el método de congelacion (n=52)
obtuvieron 48 embriones (93.1%), mientras que con la vitrificacion (n=49) consiguieron
38 embriones (77.5%). Asimismo, con el método de congelacién se lograron mejores
tasas de re-expansion a las 3 horas que con la vitrificacion: 43,7 y 26,5%
respectivamente, aunque esta diferencia no fue significativa, coincidiendo con el
estudio de Wurth, Reinders, Rall, & Kruip (1994) quienes indicaron que el 23% (n=85)
de embriones vitrificados y el 14% (n=35) de embriones congelados produjeron prefiez
(P>0,05).
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En el estudio de Villamediana (2011) se utilizaron pajuelas estiradas cerradas (CPS)
para conservar embriones de vacas mestizas (n=49) que tras el enfriamiento se
recuperaron 47 embriones (97%) y de ellos 23 embriones (~50%) re-expandieron a
las 24 horas. Ademas, la cuantificacion de las blastémeras resulté que el porcentaje
de células alteradas fue de 0,93% en embriones frescos y un 23.2% en embriones
vitrificados. En el estudio presente, un 12,8 % de las células de los blastocistos
vitrificados estaba alterada, mientras que en los congelados este valor se incrementd
a 31,5% (P<0,01).

En nuestro estudio la sobrevida de embriones no tubo diferencia estadistica
coincidiendo con los resultados de (63) quienes no obtuvieron diferencia entre
embriones congelados y vitrificados; sin embargo, el uso de tincion triple con
fluorocromos demostr6 que algunas células con membrana intacta se tifieron

demostrando asi que los vitrificados tuvieron un mayor porcentaje de células vivas.
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5. CONCLUSIONES

En general, se comprobé que la presencia de un cuerpo liteo en uno de los ovarios
tuvo un efecto local y solamente afect6é a los ovocitos y embriones provenientes de
ese ovario. De esta manera, en los ovarios ipsilaterales (CCL) se obtuvo una mayor

tasa de clivaje que en los ovarios contralaterales (SCL) y controles (C).

Ademas, en el grupo CCL se obtuvieron mas embriones totales y blastocistos en el
dia 7 de cultivo, que se desarrollaron mas rapidamente que en los ovarios SCL y C,
dado que una menor proporcion de ellos estaban en estadio de morula y blastocistos

tempranos y una mayor proporcion en estadio de blastocistos expandidos y protruidos.

La presencia de un cuerpo lateo activo en el ovario al momento de recuperarse los
ovocitos no tuvo efecto en la subsecuente capacidad de los embriones para tolerar la

criopreservacion.

Independientemente del tratamiento, la comparacion de ambos métodos de
criopreservacion indicé que con la vitrificacion los embriones in vitro sufren menos

dafos en su estructura.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Recoleccién de ovarios bovinos en el camal municipal de

Cuenca.

Anexo 2: Lavado de ovarios con SF y ovarios con presencia de CL
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Anexo 4: Puncion de foliculos y pesaje del cuerpo lateo
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Anexo 6: Columnas de Percoll para la FIVy denudado de ovocitos
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Anexo 8: Embriones desvitrificados grupo con CCL y tincidon con

fluorocromos
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