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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en el CE Chuquibambilla en el
laboratorio de biotecnologia animal de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
UNA - Puno. Teniendo como objetivo evaluar el efecto de la ablacion folicular y la
estimulacion hormonal ovarica sobre la tasa de recuperacion de ovocitos aspirados por
ultrasonografia guiada en vacas Brown Swiss. Se utilizaron 12 vacas Brown Swiss, con
edad de 4 a 10 afos, las cuales se sometieron a la aspiracion folicular que se realizd por
ultrasonografia guiada (ovum pick-up). Se dividieron en 4 grupos (T0) n=3 con dos
dosis de prostaglandinas. (T1) n=3 con implante de progesterona intravaginal mas 2 mL
de benzoato de estradiol y se aplicd 1600UI de eCG, Grupo (T2) se suministrd dos dosis
de prostaglandina, al dia 13 se sometieron a una ablacién folicular Grupo (T3) n=3 con
implante de progesterona intravaginal, al dia 2 se realiz la ablacion folicular y se aplico
1600UI de eCG, 8 dias después se sometieron a la aspiracion folicular. Los resultados
indican que no hubo efecto por estimulacion hormonal (p>0.05) sobre el nimero de
foliculos (7.00 £ 3.00) y numero de ovocitos (3.00 + 2.65), igual resultado se observo
para (T3) (p>0.05) en numero de foliculos (6.83 £ 4.20) y numero de ovocitos (1.67 +
1.15) respecto al grupo 1 en el namero de ovocitos (1.70 = 1.15) y numero de foliculos
(9.33 £ 5.04), en cuanto a la calidad de ovocitos para grupo 2, grado 1 (33.3%), grado 2
(11.1%) y grado 3 (55.6%), para el grupo 3 fue de grado 1 (40%), grado 2 (20%) y
grado 3 (40%); y el grupo 1, fueron de grado 1 (50%), grado 4 (50%). Se concluye que
el efecto de la ablacion folicular no muestra un mayor namero de foliculos, la calidad de
ovocitos fue superior, mientras que para la estimulacion hormonal fue superior en
cuanto a numero de foliculos observados, las calidades de ovocitos obtenidos fueron de

diferentes grados.

Palabras Clave: Ablacién, Brown Swiss, eCG, Ovocitos, ovum pick-up.
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ABSTRACT

This research work was carried out at the Chuquibambilla CE in the animal
biotechnology laboratory of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics UNA -
Puno. With the objective of evaluating the effect of follicular ablation and ovarian
hormonal stimulation on the recovery rate of oocytes aspirated by guided
ultrasonography in Brown Swiss cows. Twelve Brown Swiss cows were used, aged 4 to
10 years, who underwent follicular aspiration performed by guided ultrasonography
(ovum pick-up). They were divided into 4 groups (TO) n = 3 with two doses of
prostaglandins. (T1) n = 3 with intravaginal progesterone implant plus 2 mL of estradiol
benzoate and 1600UI of eCG was applied, Group (T2) two doses of prostaglandin were
supplied, at day 13 they underwent follicular ablation Group (T3) n = 3 with
intravaginal progesterone implant, at day 2 follicular ablation was performed and
1600UI of eCG was applied, 8 days later they underwent follicular aspiration. The
results indicate that there was no effect by hormonal stimulation (p> 0.05) on the
number of follicles (7.00 = 3.00) and number of oocytes (3.00 £ 2.65), the same result
was observed for (T3) (p> 0.05) in number of follicles (6.83 + 4.20) and number of
oocytes (1.67 + 1.15) with respect to group 1 in the number of oocytes (1.70 + 1.15) and
number of follicles (9.33 + 5.04), in terms of oocyte quality for group 2 , grade 1
(33.3%), grade 2 (11.1%) and grade 3 (55.6%), for group 3 it was grade 1 (40%), grade
2 (20%) and grade 3 (40%); and group 1, were grade 1 (50%), grade 4 (50%). It is
concluded that the effect of follicular ablation does not show a greater number of
follicles, the quality of oocytes was higher, while for hormonal stimulation it was higher
in terms of number of follicles observed, the qualities of oocytes obtained were of

different degrees.

Keywords: Ablation, Brown Swiss, eCG, Oocytes, egg collection.
11

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

CAPITULO |

INTRODUCCION

En vacunos lecheros de la raza Brown Swiss del altiplano, es dificil la eleccion
de la mejor alternativa para estimular el creciente folicular, ya sea hormonal o con la
ablacion folicular, asi con la ayuda de la técnica del OPU, se pueda obtener ovocitos de
buena calidad y a la vez saber la procedencia de la misma.

Si no se prueba o se comprueba la calidad de ovocitos obtenidos por OPU, entonces se
hard mediante la fecundacion de estos ovocitos y asi tener nacimiento de terneros para
que se evalué la calidad de ovocitos.

En la actualidad muchos de los ovocitos recolectados para la produccion in vitro
de embriones se originaban de solo hembras sacrificadas en camal, teniendo
limitaciones que no permiten ser reproducidos, reduciendo la produccion de embriones
donde esta limitada la descendencia de hembras de alto valor genético (Denis, 2008).
Frente a este problema el presente trabajo pretende buscar e incentivar la técnica de
OPU donde es una técnica 6ptima para aumentar el numero y mejorar la calidad de
ovocitos colectados, de forma maéas estable a partir de animales seleccionados y
controlados, esto a partir del uso de métodos de estimulacion ya sea hormonal y
métodos técnicos como la ablacion folicular.

La técnica de puncion folicular in vivo conocida como OPU por sus siglas en
inglés (Ovum pick up) comenzd a utilizarse en la mujer en la década de 1980 y se
describe por primera vez en bovinos por Pieterse et al. (1988). En nuestro pais se
introdujo a partir del afio 2005. La técnica de OPU consiste en la recoleccion de
ovocitos (con ayuda de una aguja introducida por la vagina) mediante la puncién de los

foliculos visualizados a través de un ecdgrafo en hembras vivas (Denis, 2001)

12
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Dentro de las biotecnologias reproductivas, el uso de la tecnologia de embriones
tiene un importante rol en el incremento de genotipos superiores en las poblaciones
(Galli et al., 2003). Dicha produccion de embriones puede ser realizada por ovulacién
multiple y mas eficientemente hoy en dia por fertilizacion in vitro, lo que implica la
aspiracion de ovocitos que por muchos afios han sido conseguidos de ovarios de camal,
pero que hoy pueden ser obtenidos de animales vivos sin alterar su eficiencia productiva
y reproductiva gracias a la técnica de aspiracion folicular guiada por ultrasonido (Ovum
pick-up, OPU), que es la técnica de eleccion para recuperar complejos cumulus —
ovocito (COCs) para la produccion de embriones (Viana, 2010).

La técnica de OPU permite la obtencién de ovocitos de calidad de forma estable
a partir de animales previamente seleccionados y controlados. Este procedimiento no
invasivo y repetible no afecta el estado productivo y/o reproductivo ni compromete la

fertilidad futura de las donantes (Denis, 2008).

Ante esta situacion, la obtencion de ovocitos de una hembra viva mediante la
aspiracion folicular transvaginal representa la alternativa mas viable para lograr
satisfacer las necesidades de ovocitos para FIV. Esto es probablemente debido a que
combina lo mejor de diversas tecnologias como la superovulacion, la ultrasonografia y
la produccion in vitro de embriones (Nava et al, 2005).

Las ventajas de la técnica de recoleccion son su facil utilizacion a nivel de
campo, menor riesgo para el paciente y menor invasividad comparada con la
laparoscopia. Las desventajas de esta técnica son el elevado costo relativo del equipo y
la necesidad de personal capacitado para la puncion y procedimientos en laboratorio
(Galli, et al., 2001).

Motivo por el cual es importante evaluar otros factores mas alla de la técnica,

como la posibilidad de mejorar la calidad ovocitos y el desarrollo folicular a través de

13
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modificaciones hormonales que permitan generar poblaciones ovocitarias mas

homogéneas y viables antes del momento de la aspiracion (Merton, 2003).

Posteriormente aportar méas a investigaciones con relacion a la técnica de OPU,
adaptandola y mejorandola, en nuestra ganaderia del altiplano punefio. Teniendo como

objetivo principal del presente trabajo de investigacion:

1.1.  Objetivos de la investigacion

1.1.1. Objetivo General

e Determinar el efecto de la ablacion folicular y la estimulacion hormonal ovérica
sobre la tasa de recuperacién de ovocito aspirados por ultrasonografia

transvaginal guiada, en vacas Brown Swiss.

1.1.2. Obijetivos Especificos

e Evaluar el efecto de la ablacién folicular sobre el nimero y calidad de ovocitos
obtenidos por aspiracién folicular (OPU).
e Evaluar el efecto de la estimulacion hormonal ovarica sobre el nimero y calidad

de ovocitos obtenidos por aspiracion folicular (OPU).

14
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CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Seneda, et al. (2001), quienes reportan en vacas Holstein 64.2% de foliculos

menores a 4mm (pequefios) y 35.8 % de foliculos mayores a 4mm (grandes).

Ongorato (2016) utilizo 30 vacas de las razas de brangus y angus, donde
recibieron una dosis de benzoato de estradiol con 2 mg y 50 mg de progesterona, en dia
3 se realizd la ablacion folicular, donde se aspiraron foliculos >8mm, y PGF al dia 4 con
una dosis de 150 mg, ademas utilizé una dosis de eCG con una dosis de 800U, donde
obtuvo 13.6 + 12 foliculos aspirados, utilizando agujas N° 18, con una bomba de vacio

de 60-70 mg.

Ademas, otros estudios dado por Ongoratto (2016), utilizo 20 vacas de la raza
brangus no lactantes, fueron tratadas con PGF2 mas 800 Ul de eCG, y se realiz6 al dia 7
el OPU, donde obtuvo un numero total de foliculos aspirados de 11.8 + 1.4. Ademas,
tuvo 7.5 £ 1.4 de COCs recuperados. Otros estudios realizados en el mismo afio utilizo
36 vacas de la raza angus, con la combinacion de prostaglandina més la ablacion y un
CIDR obtuvieron 15.4 + 12 foliculos aspirados, con 6.3 = 0.7 de COCs recuperados

Sendag (2008), utilizo 24 vacas Holstein alemanas las inyecciones de
gonadotropinas se iniciaron 14 dias después del estro anterior, aplico eCG en el diaOy
al dia 4 OPU, utilizo una dosis de 3000 Ul (folligon) 2 dias después 625 ug de
cloprostenol, para la a aspiracion utilizo aguja de 50 cm calibre 17, con una presion al
vacio de 50 mm Hg, donde obtuvo un promedio de 7.7 £ 5.6, como numero de foliculos

encontrados en el ovario, con un total de aspiraciones de 109. El indice de recuperacién

15
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que obtuvo fue 80.7%, ademas obtuvo en la calidad de ovocitos de 14 (15.9%) de grado
A, 15 (17%) de grado B, 48 (54.6%) de grado C, y 11 (12.5%) de grado D.

Chong et al., (2008) empleo la estimulacion intraovarica con eCG 900 Ul
teniendo mejores resultados en el desarrollo folicular 8,33 £ 0,6 y se pudo mejorar los
resultados obtenidos por puncion folicular guiada por ultrasonografia. Ademas, tuvo un
incremento significativo en el nimero de foliculos puncionados y ovocitos recolectados
al estimular las donantes con eCG. Con el método usado para sincronizar la onda

folicular mediante ablacién fue de 50% de foliculos de primer grado, (50% de 3grado)

Rivas (2019) realizo aspiracion folicular a 16 vacas de la raza Bradford,
multiparas entre 4 a 8 afios, todas las vacas recibieron 2 mg de benzoato de estradiol,
125 mg de dinaprot trometamina, (prostaglandina y dispositivo intravaginal),
administro diferentes dosis de eCG; dosis de eCG con 0 Ul, 200 Ul, 400 Ul Y 800 Ul;
todas las vacas fueron sometidas al OPU a los 6 dias, utilizé aguja calibre 20, con una
presion de vacio de 100 mg Hg, equivalente a un caudal de 10 a 15 mL de H2O/min.
Logrando resultados con una tasa de recuperacion de ovocitos mayor con el grupo
control que con los otros grupos. Aquellas vacas que no recibieron ningln tratamiento,
obtuvo 126 ovocitos, con un indice de recuperacion de un 91.3 + 2.4, en donde con una
dosis de 800 Ul de eCG tuvo una recuperacion de 91 ovocitos, con un indice de
recuperacion de un 64.1 + 4.0 %, pero ademas con una dosis de 800Ul obtuvo un 36.6%
maés foliculos de > 10 mm. 44.4% de 6 a 10 mm y con un 19% de <6mm foliculos

observados.

Barreto, (2015) reporto resultados de 11 foliculos en trabajos realizados en
vacas de raza Holstein seleccionadas de acuerdo al nimero de partos, buena condicién

corporal y no presentaban problemas productivos y sanitarios.
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Ribeiro, et al, (2011) utilizo 42 hembras cruzadas Nerolle, todos solos animales
recibieron implantes de oido, sustancia que contiene norgestomet 3 mg en el dia 0, se
combind con la aplicacion de 2 mg de benzoato de estradiol, se form6 3 grupos de 14
animales, con un grupo control solo OPU, eCG con 1400 Ul (folligon) a los 5 dias y
OPU a los 7 dias, donde la cantidad de ovocitos recuperado fue 16,38+15,21 ovocitos
obtuvo 5,46+9,00 ovocitos de calidad 1; 2,00+4,16 de calidad 2; 5,15+4,91 de calidad
3 y 3,77£3,58 ovocitos expandidos, donde son datos superiores a los resultados

obtenido para dicho trabajo.

Aller et al. (2012), obtuvo resultados con la aplicacion de eCG del 34.2% de
foliculos encontrados con una media de a 9.6 + 0.9 foliculos. Este efecto positivo fue

por el uso de eCG (1600 Ul) en vacas Angus prefiadas que tenian terneros lactantes.

Viana, (2009), utilizo vacas Gyr no lactantes, todas las vacas se sometieron a 4
sesiones de secuenciales de OPU a intervalos de 4 dias, la primera sesion se realizo para
eliminar foliculos presentes (ablacion), antes del inicio de la primera sesion, los ciclos

estrales utilizo 0.5 mg de cloprostenol, realizando la primera sesion a las 48 horas.

Letters, (2018) obtuvo un 46.92 % foliculo de 3 — 4 mm; 30.77 % de foliculos
de 5 - 6 mmy 23.07 % de foliculo >7 mm. Ademas, realizo la categorizaciéon delo
ovocitos recolectados encontrando un 34.1 % de grado 1; 30.0 % de grado 2; 24.2 % de
grado 3y 9.4 % de grado 4, trabajando con vacas grises rumanas con una dosis de 2000

ul.

Sait et al., (2008) reportaron una media de 13.8 = 7.7 con aplicacién de FSH y
7.7 £ 5.6 con aplicacion de eCG en la raza Holstein una media de 10.3 + 5.0 con

aplicacion de FSH y un 6.2 + 4.8 con aplicacion de eCG.
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Mercado, (2015) obtuvo, 11.00 foliculos promedio, utilizando en su protocolo

la progesterona combinado con estrdgenos.

Betancur et al., (2011) quien obtuvo 57% de foliculos de primer grado
utilizando FSH-hCG, y 28.6% de segundo grado, estos resultados son superiores a los
resultados obtenidos en el presente trabajo, se deberia a la accion de la aplicacion de
0.150mg de D(+)-cloprostenol (Prostal ®, 1.M) al momento de retirar el dispositivo
intravaginal, y al dia siguiente aplico 1 mg (I.M) adicional de benzoato de estradiol,
cuatro dias después se realiz6 la aspiracion folicular. Y 14.4% de foliculos fueron de
tercer grado lo cual es inferior a los resultados obtenidos en el presente trabajo

(55.56%).
2.2.  MARCO TEORICO

Los ovarios son glandulas exocrinas (liberan dvulos) y endocrinas (secretan
hormonas), la liberacion de ovulos se lleva a cabo mediante procesos en conjunto
denominados ovogénesis y la foliculogénesis las cuales forman ovocitos y foliculos
respectivamente (Sintex, 2005). El ovario es un organo dinamico, que provee un
ambiente adecuado para la produccion de sustancias como las hormonas, factores
intraovaricos y liberacion de gametos viables, estos Gltimos son contenidos desde el

periodo fetal en los foliculos (Johnson, 2003)

2.2.1. Desarrollo Folicular o Foliculogénesis.

Muchas de las hembras de las especies domesticas nacen con un ndmero
determinado de ovocitos, gran parte de los cuales sufriran atresia y nunca seran
ovulados. A lo largo de la vida de la hembra, los foliculos primordiales permanecen en

un estado de reposo y cada cierto tiempo algunos son seleccionados para desarrollarse.
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La dinamica folicular es un proceso continuo que culmina ya sea con la ovulacion del

foliculo maduro o con la regresién del mismo (Galina, 2008).

Los foliculos primordiales representan el pool de reserva de foliculos quiescentes y son
cerca de 90 — 95% de la poblacion folicular que existe en los ovarios. El crecimiento
folicular se da en un grupo de foliculos, formando un pool. Es decir, que la activacion
de los foliculos primordiales es caracterizada por el paso del pool de foliculos
quiescentes de reserva para el pool de foliculos en la fase de crecimiento (Murphy,
2011).

Los foliculos primarios, se caracterizan por presentar el ovocito rodeado por
una capa de células cuboides (Kastka & Rynska, 1998). Con la proliferacion de estas
células pasan a ser formados los foliculos secundarios, que son caracterizados por la
presencia del rodeado por mas de dos capas de células de la granulosa, por la presencia
de la zona peldcida y por empezar la formacion de la teca. Con el surgimiento de la
cavidad antral el foliculo pasa a ser llamado terciario o foliculo de Graaf (Rajkovic,
2006)

El inicio del reclutamiento folicular de la fase antral esta relacionado con el
aumento de la hormona foliculo estimulante (FSH) (Hafez, 2004). El ovocito sigue su
crecimiento desde la activacion de los foliculos pre-antrales hasta llegar a
aproximadamente 3,0 mm de didmetro, después de este tamafio folicular no se observa
crecimiento ovocitario y solamente el foliculo crece hasta llegar al estado preovulatorio

(Caixeta et al., 2009)

2.2.2. Dinamica Folicular

Wiltbank (1996), sugiere que el crecimiento de foliculos bovinos ocurre en un

patrén denominado ondas de crecimiento folicular.
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Con el apoyo de técnicas de biologia molecular, ultrasonografia y otras, ha sido
posible realizar estudios importantes sobre las variaciones que puede presentar la
dindmica folicular en ganado Bos Taurus y Bos Indicus, encontrandose diferencias
representativas entre y dentro de especies, ocasionadas entre otros, por defectos

genéticos y ambientales (Henao, 2010).

Una onda de desarrollo folicular se puede definir como el desarrollo armdnico
y simultaneo de varios foliculos antrales pequefios, en promedio 24 por onda con un
rango de 8 a 41, funcionando a través de estadios integrados de reclutacion, seleccién y

dominancia folicular (Fernandez, 2003).

En la mayoria de los ciclos estrales en vacas constan de 2 6 3 ondas. En estas
invetigaciones se reporta que el 71,4% de las vacas tenian 3 ondas de desarrollo
folicular. La duracion media de los intervalos interovulatorios de vacas con 2 ondas fue
de 19,8 £ 0,6 dias, siendo significativamente (p<0,05) mas corto que vacas con 3 ondas

foliculares de 22,5 £ 0,8 dias (Noseir, 2003).

Los androgenos tienen un papel importante en el crecimiento folicular y
funcién ovérica. La variacion en la produccion de estos andrdgenos es importante para
determinar el numero de foliculos reclutados, siendo mas alta la concentracion de
testosterona circulante en vacas de mayor poblacion folicular, y muy bajo el nivel de

testosterona en vacas de poblacion folicular inferior (Mossa et al., 2010)

2.2.3. Fases del Desarrollo de la Dinamica Folicular

2.2.3.1. Reclutamiento Folicular Primario

Fernandez (2003) define como reclutamiento al proceso que estd bajo la

responsabilidad de factores intraovaricos (factores de crecimiento ligados a la insulina 'y
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sus proteinas de enlace IGFBP) estimulados por la FSH, un conjunto de foliculos
antrales tempranos (2 — 3 mm de didmetro) comienzan a crecer en un medio con
suficiente soporte gonadotrofico que les permita progresar la ovulacién. Del grupo
grande de foliculos que inician su desarrollo solamente un pequefio porcentaje logra su
potencial completo (endocrino y gametogénico), a lo que se denomina proceso de

seleccion y crecimiento folicular (Adams, 1999).

En cada onda folicular es reclutado un grupo de foliculos primordiales que
crecen de manera continua debido a los incrementos en las concentraciones de FSH

(Webb, et al., 2003).

Al inicio del ciclo estral, un nimero de foliculos es reclutado del pool de
foliculos antrales mas pequefios (2 a 4 mm). El reclutamiento no es un fendmeno
aislado o al azar. Parece que los foliculos a ser reclutados como grupo han recibido
anteriormente una sefial que les permite crecer y desarrollarse en vez de sufrir regresion

(Fortune, et al, 1991)

En la dltima década se han propuesto dos conceptos en cuanto al reclutamiento
folicular, el reclutamiento inicial y el reclutamiento ciclico. El reclutamiento inicial se
atribuye a que dejan de estar presentes algunos factores inhibitorios que mantenian a los
foliculos en latencia. Se considera que es un proceso continuo que se inicia poco

después de la formacion del foliculo, mucho antes de la pubertad (Mcgee et al., 2000).

2.2.3.2. Seleccion Folicular

La seleccion de un foliculo dominante se refiere al mecanismo que determina
cual foliculo de la cohorte es seleccionado para continuar creciendo y convertirse en
dominante evadiendo la atresia (Webb, et al., 1999). EIl principal evento morfologico en

el proceso de seleccion es la divergencia (Ginther, 1996). La FSH estimula la actividad
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de la aromatasa de las células de la granulosa lo que produce altas concentraciones
intrafoliculares de estrdgenos, la sintesis de estr6genos por parte de este foliculo
dominante es responsable de esta diferencia en las concentraciones intrafoliculares de
estrogenos observadas en la vena ovarica entre los dias 5y 7 de la fase folicular se
anticipa la fase del antro y la adquisicion de receptores de LH. El foliculo pasa entonces
una secuencia ordenada de eventos en los que la FSH y lo estrogenos estimulan el
crecimiento y formacion del antro folicular y la aparicion de receptores de LH (Samuel,

2001).

2.2.3.3. Dominancia Folicular del Ovario

Una caracteristica del foliculo seleccionado es su mayor capacidad para la
produccion de estradiol en vacas (Ginther, et al., 2003). El estradiol en la hembra
bovina empieza incrementarse en la circulacion al momento en que inicia la desviacion,
lo que ocasiona el descenso de la FSH. En cada onda folicular, el foliculo dominante
adquiere receptores para LH y continda su crecimiento mientras que los foliculos

subordinados que contintian dependiendo del FSH entran en atresia (Ginther, 2001)

Los foliculos adquieren la capacidad ovulatoria a aproximadamente 10 mm,
correspondiente a aproximadamente 1 dia después del inicio de la desviacion folicular,
pero requiere una dosis mayor de LH para inducir la ovulacion en comparacion con los
foliculos més grandes. Se especul6 que la adquisicion de la capacidad ovulatoria puede
implicar un aumento de la expresion de receptores de LH en las células de la granulosa
del foliculo dominante y que este cambio puede ser importante para un mayor

crecimiento del foliculo dominante (Sartori, et al., 2011).

El foliculo dominante crece a una tasa constante y el resto de los foliculos

subordinados sufren atresia o temporalmente crecen a una velocidad menor y
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posteriormente dejan de hacerlo (Ginther, et al., 2003). Este efecto inhibitorio se
mantiene hasta que esta dominancia desaparece bien porque el foliculo dominante

muere o porque el foliculo es ovulado (Lamb, 2009).

2.2.4. Ovogénesis.

El proceso de formacién y desarrollo del ovocito, comienza con las ovogonias
que se derivan de las células germinales primordiales en el embrion, este proceso
comienza antes del nacimiento cuando las células de origen epitelial se van agrupando
alrededor de la membrana limitante del ovocito. Todos 6vulos los potenciales alcanzan
la gbnada primitiva en esta fase temprana y proliferan alrededor, del dia 50 hasta el dia
130 de gestacion, las células germinales del primordio se convierten en una ovogonia

cuando la génada primitiva se diferencia en ovario (Alvaro, 2003; Gigli, 2006)

Desarrollo de ovocitos y foliculos; comienzan con la meiosis durante el
desarrollo fetal de las ovogonias, donde sufren una serie de divisiones mitdticas que

finalizan en la formacién de ovocitos del dia 52 de gestacion (Gigli, 2006).

La ovogénesis comienza en la vida intrauterina entendiendo como tal el
proceso que permitiria a una célula llegara a ser el gameto femenino con plena
capacidad de ser fecundado a partir de unas células indiferenciadas se producen células

germinales primordiales (Byskov, 1982).

2.2.5. Control de la Dinamica Folicular

El uso de la ultrasonografia para estudiar el efecto de los diferentes
tratamientos hormonales sobre la dindmica folicular en el bovino llevd a conducir
protocolos que permiten manipular eficientemente el ciclo estral y la ovulacion (Bo,

2002).
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2.2.5.1. Ablacion Folicular

Es la eliminacion mecénica de foliculos mayores a 5 mm, utilizando métodos
fisicos como el OPU, con la adecuacion de la dinamica folicular ocurre de forma
inmediata, con un aumento en los niveles de FSH en 5 horas y la emergencia de una
nueva honda de desarrollo folicular 24 a 48 horas después de la eliminacion de los
foliculos en cualquier fase del ciclo estral, lo que permite la realizacion del programa de
superovulacién en un momento electivo, adicionalmente cuando esta remocion es
realizada dentro del periodo de los 8 a 12 dias post estro, la eliminacién mecénica de los
foliculos de mayor tamafio, 24 a 48 horas antes del inicio del tratamiento
superovulatorio, determinan un aumento en el nimero de estructuras colectadas.

Una de las técnicas para la sincronizacién de la aparicién de ondas foliculares
implica la ablacion transvaginal guiada por ultrasonido de todos los foliculos >5 mm,
independientemente de la etapa del ciclo estral (Bergfelt et al.1994), donde es eliminado
los efectos supresores de los productos foliculares (estradiol e inhibina) en Liberacion
de FSH, dandose un aumento de FSH y la aparicion de una nueva onda folicular 1 dia
después (Adams et al. 1992a). Los tratamientos de superestimulacion se administran,
comenzando 1 o 2 dias despues de la ablacion (Bergfelt et al. 1994). EI momento del
estro fue mas sincronico cuando se inserté un dispositivo de progestina durante el
periodo de superestimulacion y se administraron dos inyecciones de PGF el dia de la
extraccion del dispositivo. La ablacién transvaginal guiada por ecografia de solo el
foliculo dominante (Shaw, et al. 2000) durante el diestro medio, seguido en 2 dias por la
superestimulacion, también dio como resultado una respuesta superovulatoria mas alta
que cuando el foliculo dominante no fue ablacionado. También se ha demostrado que la

ablacion de los dos foliculos mas grandes en etapas aleatorias del ciclo estral fue eficaz
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para sincronizar la aparicion de ondas foliculares para la superestimulacién (Baracaldo

et al. 2000).

2.25.2. Tratamientos Hormonales.

El grupo de foliculos reclutados son generalmente dependientes de FSH,
después de la seleccion, el estrogeno activa al foliculo dominante que es dependiente de
LH. Este mecanismo fisiol6gico, puede ser imitado con el uso exdgeno de
progestdgenos y estrogenos, para sincronizar emergencia de onda folicular por

supresion de FSH y/o LH. (Diskin, et al., 2002)

Un tratamiento exdgeno hormonal simple e independiente de la fase de onda
folicular no predice con exactitud la emergencia de la onda, debemos tener en cuenta
que la FSH y LH son regulados diferencialmente y que el foliculo dominante es un
regulador clave de incremento y disminucion de esteroides y gonadotropinas. Las

funciones especificas del estradiol, inhibina no estan totalmente dilucidados. (Bo, 2002)

2.2.6. Uso de la Ecografia en Reproduccion Animal

La disponibilidad de equipos (ultrasonido a tiempo real) permite el escaneo de
los 6rganos reproductivos que proporcionan un enfoque nuevo y valioso al estudio de la
dindmica folicular en los animales. La ultrasonografia, es actualmente, la base de una
técnica muy precisa para la estimacion de la poblacion de foliculos antrales dentro de

los limites impuestos por la resolucién del ecografo (Gordon, 2004).

La pronta integracion de la tecnologia de ultrasonido para la industria lactea
incluye aplicaciones como la aspiracion folicular trans vaginal y la recuperacion de los
ovocitos (Pieterse et al., 1991) y como una tecnologia complementaria para los

procedimientos de transferencia de embriones.
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El uso de la ecografia en la actualidad, permite la valoracion del estatus
folicular a tiempo real y permite el desarrollo de estudios sobre los factores limitantes
de la respuesta ovulatoria a un tratamiento de superovulacion, tanto los dependientes del
tratamiento (tipo de gonadotropina y protocolo de administracién) como aquellos
dependientes del animal (estatus folicular), que pueden conducir a la mejora de los

protocolos de superovulacion utilizados (Gonzales-Bulnes et al., 2002).

2.2.7. Sincronizacién de la Emergencia de la Onda Folicular

En un ciclo estral natural, el total del nimero de ovocitos esta determinado por
la dindmica folicular al momento de la aspiracion. Ademas, se ha visto que los foliculos
pequefios contienen ovocitos que son mas competentes en cuanto a su desarrollo que los
foliculos de mayor tamafio (Blondin et al., 1995), y con tasas de recuperacion mayores
(Seneda, 2001). Por lo tanto, la recuperacién al comienzo de la onda folicular permitiria
la recuperacion de un mayor nimero de ovocitos, ademas de obtener una poblacion

mucho méas homogénea al momento de la aspiracion.

Sin embargo, estudios recientes mostraron que cuando vacas de razas taurinas
son estimuladas con FSH, tienen una mejor produccion embrionaria con los ovocitos
provenientes de foliculos entre 7 — 10 mm de didmetro (Blondin, 2012). Se ha
demostrado que la sincronizacion de la onda folicular emergente puede ser hecha de
forma mecénica a través de la ablacion folicular (Bergfelt et al., 1994) o
farmacol6gicamente a traves de tratamientos hormonales con estradiol y progesterona,

obteniendo respuestas superovulatorias similares (Bo et al., 1995; Baracaldo, 2000).

Ademas, se ha visto que la no presencia del foliculo dominante en el inicio del

tratamiento aumenta la respuesta superovulatoria (Adams, 1994; Mapletoft et al., 2002),
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asi como aumenta las tasas de ovocitos competentes para la produccién de embriones in

vitro (Hagemann et al., 1999a; 1999b).

Un procedimiento muy utilizado para el control de la onda folicular para la
realizacién de OPU es la aspiracion del foliculo dominante (De Roover et al., 2008),
conocido como remocion del foliculo dominante (DFR). EI nombre de esta técnica no
es el més correcto porque el foliculo no es removido sino puncionado y es aspirado el
liquido folicular. Existen varios autores que diferencian el tamafio del foliculo
dominante a ser aspirado entre > 6mm (Barros et al., 2001; Monteiro et al., 2009) o >
5mm (Bergfelt et al., 1994; Hendriksen et al., 2004), o los dos foliculos de mayor
tamafio presentes en el ovario sin importar el diametro del mismo (Baracaldo et al.,
2000). Sin embargo, todos acuerdan en que dicha ablacion genera la aparicion de una

nueva onda folicular aproximadamente 1,5 dias después.

Otro intento para aumentar la calidad y la homogeneidad de los ovocitos al
inicio del tratamiento es la remocién de todos los foliculos que estan presentes en el
ovario. Esto puede ser alcanzado realizando aspiraciones foliculares cada 2 o 3 dias
antes del inicio del tratamiento superestimulatorio. Hanenberg et al. (1997) demostraron
que, disminuyendo el intervalo de dias entre cada aspiracion, al comparar aspiraciones
con 3 dias de intervalo vs 7 dias de intervalo, aumento considerablemente el porcentaje
de embriones obtenidos por sesion de OPU (19.7% vs 13.5%, respetivamente) (P<0.05).
Esto puede ser debido a que después de algunas sesiones seguidas de OPU solamente
los foliculos en la fase de crecimiento estaran presentes, lo que ha demostrado que
reduce el nimero de embriones infertilizados / no viables, y aumenta la proporcion de

ovocitos y embriones viables.
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2.2.8. Tratamientos Superovulatérios.

El periodo de crecimiento folicular y de dominancia previa a la ovulacion es
critica en el desarrollo potencial de los ovocitos (Blondin et al., 1995). Ademas, se sabe
que la estimulacion ovérica previa a la aspiracion folicular con gonadotrofinas permite
un rapido crecimiento folicular y que los ovocitos completen su maduracion final

(Blondin et al., 1997).

Dentro de los farmacos superovulatérios utilizados para la produccién in vivo
de embriones podemos citar la gonadotrofina coriénica equina (eCG) en una Unica dosis
(Boland et al., 1991) o combinada con suero o anticuerpos anti-eCG (Dieleman et al.,
1987) y la hormona foliculo estimulante extraida de hipofisis de cerdos, ovinos o

equinos (Donaldson, 1989).

Se sabe que en algunas donantes que poseen un reducido numero de foliculos,
el crecimiento folicular puede ser estimulado con combinaciones de FSH/LH y
gonadotrofina coridnica equina (eCG) que son hormonas muy conocidas y utilizadas
masivamente en protocolos clasicos de colecta y transferencia de embriones in vivo
(Mapletoft et al., 2002). Sin embargo, alteraciones en la dosis, calendario de
aplicaciones o0 momento de la aplicacion del tratamiento, son muchas veces necesarios
para alcanzar los objetivos de estimulacion previos a la OPU, para generar una ganancia

en la cantidad de foliculos disponibles para la aspiracion (de Roover et al., 2008).

La respuesta superovulatdria es muy variable entre los animales. De Roover et
al. (2005), trataron donantes con FSH y observaron una respuesta exacerbada para el
numero de foliculos y de los complejos cumulus-ovocitos (COC’s) recuperados en el
9% de las sesiones de OPU (59/665). Al contrario, una baja respuesta ocurrié en 9% de

las sesiones (61/665). Por lo tanto, estos autores demostraron que el nimero de animales
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gue no producen embriones puede ser menor que lo esperado en protocolos
tradicionales de superovulacion y TE, donde es esperado que un 10% de animales no
respondan a la estimulacion y un 20% no produzcan ningun embrion viable/transferible

(Mapletoft et al., 2002).

La respuesta a la superestimulacién convencional es ideal cuando el
tratamiento empieza junto con la emergencia de una nueva onda folicular (Nasser et al.,
1993; Adams et al., 1994). Estudios muestran que el potencial de un animal para
producir un nimero reducido o elevado de ovocitos es influenciado principalmente por
el pool de foliculos menores de 5 mm (Singh et al., 2004; Durocher et al., 2006; Ireland
et al., 2011). Los datos sugieren que diferentes animales no responden igual ante la
misma dosis de FSH (Mapletoft et al., 2002). Los animales con bajo conteo de foliculos
tienen la tendencia de producir foliculos mas grandes comparados con animales con

mayor numero de foliculos (De Roover et al., 2005).

La estimulacion ovéarica con el uso de gonadotrofinas ha sido reportada por
diversos autores, con un aumento en la recuperacion de ovocitos por OPU de hembras
bovinas Bos taurus estimuladas en comparacion con las que no recibieron estimulacion
(Pieterse et al. 1992). Esto pudo ser alcanzado utilizando distintos procedimientos con
gran variacion del periodo entre la ultima aplicacion de FSH y la recoleccién de los
ovocitos. Blondin et al. (1997) encontraron una mejor competencia ovocitaria cuando el
periodo entre la ultima aplicacion de FSH y la aspiracion folicular fue de 48 h, proceso

conocido internacionalmente como “coasting” folicular.

Ademas, la estimulacién del crecimiento del pool de foliculos a un tamafio < 5
mm parece ser esencial. Esto sugiere que este periodo induce cambios en los COC’s que

Se parecen a una atresia temprana y que se asemejan a los cambios que ocurren en la
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premaduracion in vivo, es decir antes que ocurra el pico preovulatério de LH. Bousquet
et al. (1999) aplicaron este tratamiento comercialmente en vacas Holstein en Canada,
con aspiraciones semejantes al nimero obtenido por superovulacién y lavado uterino
convencional (MOET), que fue de 4,3 embriones. Goodhand et al. (2000) también
reportaron que la administracion de FSH aument6 el numero de foliculos aspirados y el
nimero de ovocitos recuperados Grado A, y un incremento en el niUmero de embriones

transferibles cuando eran utilizadas mdltiples dosis de la hormona.

Estos resultados muestran que el tratamiento con multiples dosis de FSH antes
de la aspiracién mejora el namero de foliculos disponibles para aspiracion y el numero
y la calidad de ovocitos recuperados y embriones producidos (Goodhand et al., 2000).
Goodhand et al. (1999) igualmente reportaron un aumento en la tasa de produccion de
embriones del 22% al 39% (embriones por COCs procesados) después de 3 dias de
dosis decrecientes de FSH. Por su parte, Merton et al. (2003) encontraron un efecto
positivo en la estimulacion ovarica con FSH antes de la OPU en la capacidad de

desarrollo de los ovocitos.

Por otro lado, Sendag et al. (2008) compararon el uso de la eCG y FSH en
protocolos de estimulaciéon folicular previos a la OPU y encontraron que ambas
hormonas aumentaron el namero de foliculos disponibles para la aspiracion, con ventaja

para los animales tratados con FSH con relacién a los tratados con eCG.

2.2.9. Tratamiento Con Progestagenos

La progesterona (P4) es una hormona esteroide producida principalmente por
el cuerpo luteo y la placenta. La progesterona producida por la placenta es liberada en la
circulacion materna y esta relacionada con muchas funciones en la gestacion, como el

mantenimiento estructural y funcional del Utero, estableciendo un ambiente propicio
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para el desarrollo embrionario y favoreciendo el crecimiento de la glandula mamaria
(Kastka, et al., 1998). La progesterona luteal estd involucrada en la regulacion del
desarrollo folicular, causando atresia cuando estd asociada con estradiol, por la
inhibicion de la secrecidn de gonadotrofinas (BO et al., 1995) y hay una relacién inversa
entre los niveles sanguineos de progesterona y la frecuencia de los pulsos de LH. Es
decir, concentraciones bajas de progesterona resultan en una alta pulsatilidad de LH de
baja amplitud que estimulan el crecimiento y maduracion final del foliculo dominante

(Stock, et al., 1993).

Por el contrario, altos niveles de progesterona causan una baja pulsatilidad de
LH (y de gran amplitud) que inducen la regresion del foliculo dominante. Pfeifer et al.
(2005) estudiaron el efecto de la progesterona en el niamero de foliculos aspirados y
ovocitos recuperados, asi como el nimero de embriones producidos en donantes Bos
Indicus, sugiriendo que la progesterona puede tener una importante funcion en el

desarrollo folicular y en la maduracién del ovocito.

En ese trabajo tanto la muy alta como la muy baja concentracion de
progesterona afectd negativamente la produccion de embriones in vitro y se lo asocio a
una menor cantidad de foliculos (con progesterona alta) o una menor calidad de los
ovocitos (con progesterona muy baja). Esta nocion ha sido recientemente confirmada
por los estudios de Nasser et al. (2011) y Rivera et al. (2011) en que la adicién de
progesterona mediante un CIDR aumento la calidad de embriones producidos in vivo en
vacas superovuladas durante la primera onda folicular Fair y Lonergan (2012) y
Wiltbank et al. (2012). Sin embargo, Chaubal et al. (2007) no observaron estos efectos
positivos con el uso de la progesterona para la estimulacion del crecimiento y

recutamiento folicular previos a la OPU y produccién in vitro de embriones.
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2.2.10. Aplicaciones de la Técnica de OPU (Ovum Pick-Up)

2.2.10.1. Aspiracién Folicular

La aspiraciéon folicular transvaginal guiada por ultrasonido u ovum pick-up
(OPU) se ha convertido en la técnica de opcidn para recuperar los complejos cumulus-
ovocito (COC) para la produccion de embriones, tanto en medicina humana como en la
industria ganadera (Galli, 2003). El rendimiento y eficiencia de OPU depende del pool
de foliculos antrales disponibles para la aspiracion (Bols, 2005). Por tanto, el manejo de

la onda folicular es muy importante para el desarrollo de esta técnica.

La puncién folicular para la recoleccion de ovocitos en animales vivos permite
la modulacién endocrina de la actividad ovéarica influyendo directamente sobre la
cantidad y calidad de los complejos cumulus ovocito (COC’s) recuperados. Entre las
ventajas de OPU nos permite obtener informacion adicional sobre el momento de
recoleccion del ovocito, como también conocer los valores endocrinos de la sangre, para
ganar més informacion sobre la donante y su posible efecto directo sobre la calidad de
los ovocitos (Kastelic, et al.,). Los factores principales que controlan el resultado en
cuanto al namero y calidad de los ovocitos recuperados por OPU se pueden dividir en
dos principales categorias. La primera incluye aspectos técnicos, como el método de
puncion, los materiales utilizados como agujas, la presion aplicada. La segunda
categoria se puede atribuir a los factores bioldgicos como el estimulo hormonal, el

estado del ciclo estral, la edad, raza, condicion corporal (Bols, et al., 2012)

La frecuencia de coleccion utilizada para recuperar ovocitos debe adaptarse
segun el objetivo del programa. La coleccion dos veces por semana permite una
méaxima recuperacion de ovocitos de calidad conveniente para la produccion de

embriones en un intervalo corto. La coleccion una vez por semana resulta en la
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recuperacion de un numero pequefio de ovocitos de menor calidad, algunos con

cumulus expandido y otros en atresia (Galli, et al., 2001).

Viana et al., (2009) sostienen que las sucesivas aspiraciones foliculares alteran
la dindmica folicular, posiblemente aumentando la tasa de crecimiento folicular, la
dominancia folicular podria establecerse en vacas sometidas a dos veces a la semana
OPU vy la presencia de un foliculo dominante durante los intervalos inter-OPU cortos no
puede afectar calidad de los ovocitos recuperados, excepto cuando un foliculo

codominante estaba presente.

La aspiracién folicular in vivo fue empleada para sincronizar la onda de
crecimiento folicular, este método tuvo su origen a partir de la cauterizacion del foliculo
dominante (Adams, 1999). Se recomienda la aspiracion de todos los foliculos mayores
de 5 mm, lo cual se logra a partir de la ultrasonografia via trans vaginal observandose el
crecimiento sincrénico de una nueva onda folicular 1.5 dias post aspiracion. Trabajos
realizados en Cuba en vacas de los genotipos Criollo, donde Denis (2001), ha
evidenciado el inicio de una nueva onda de crecimiento folicular 1.7 dias después de

aplicada la aspiracion folicular con caracteristicas similares a la onda normal.

Estos trabajos de sincronizacion de la onda folicular a través de OPU sirvieron
de base para evaluar la respuesta superovulatoria entre este método (fisico) y los
tratamientos clasicos hormonales (Bo G. M., 2000; Mapletoft, 2003; Burke, 2003).
Todos estos estudios son de gran utilidad para la elaboracién de nuevas estrategias para
la aplicacion de métodos de sincronizacion de celos, inducir la ovulacion, tratamientos
superovulatorios e incremento de la fertilidad (Roller, 2006), asi como para incrementar

significativamente la respuesta superovulatoria cuando se hace coincidir el inicio del
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tratamiento, con el inicio del crecimiento de una nueva onda folicular (De Roover R. G.,

2005).

2.2.10.2. Clasificacion de Ovocitos

Los complejos ovocito — cimulos (COCs) son morfolégicamente clasificados
en 4 categorias, segun lo reportado por Seneda et al. (2001) y Viana et al. (2010).
Solamente los complejos ovocitos-cumulos (COCs) clasificados como calidad 1 y 2
deben ser utilizados en la produccién in vitro de embriones. En resumen, tenemos que
los ovocitos calidad 1 y 2 son catalogados como viables para la produccion in vitro de
embriones, y los ovocitos de calidad 3 y 4 son catalogados como no viables para dicha

biotecnologia.

Los AOC se clasificaron morfoldgicamente segun el ndmero de capas de
células del cimulo como sigue: Grado 1, méas de tres capas de células de cumulo
compactas; Grado 2, al menos una capa de cumulos; Grado 3, denudado; y Grado 4,
atresico, con células cumulos oscuras y signos de degeneracion citoplasmica (Seneda,

2001).

2.2.11. Factores que Inciden en los Resultados de la Técnica De OPU.

Esta técnica se utiliza en donantes que se encuentren en diferentes estados
productivos (secas o0 en ordefio) y/o reproductivos (novillas o vacas gestantes). En este
caso se recomienda realizar la puncion entre el segundo y tercer mes de gestacion, ya
que en el primer mes resulta riesgoso lisar el cuerpo lGteo joven y comprometer la
anidacion del embrién. Existe un grupo de factores técnicos y bioldgicos que influyen

en los resultados de la puncion folicular in vivo (Douar, 1998).
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2.2.12. Factores Técnicos que Influyen en los Resultados de OPU

A. Nivel de Resolucion o Calidad de la Imagen

Este aspecto ha quedado practicamente resuelto con los avances alcanzados en

la técnica ultrasonografica (Hashimoto, 1999).

B. Presion de Aspiracion

La presion de aspiracion que se alcanza en la punta de la aguja depende tanto
de la presion negativa ejercida por la bomba de aspiracion como del largo y ancho del
sistema de tubos de recolecta y del diametro de la aguja utilizada, por lo que resulta mas
aceptado expresar esta como la cantidad de fluido recolectado por minuto que en
milimetro de mercurio, ya que un simple cambio en el diametro de la aguja puede
triplicar la cantidad de fluido recolectado (Bols, 2005). Este aspecto tiene gran
importancia, ya que, existe una relacion directa entre la presion de aspiracion y la
calidad de células del cumulo intactas de éstos, dependeran los resultados que se

obtengan en cuanto a maduracion y capacidad futura de desarrollo embrionario.

C. Frecuencia y Momento de Ciclo Estral para Realizar el OPU

Una de las ventajas que ofrece esta técnica es precisamente que puede ser
altamente repetible en un mismo animal, Pieterse et al. (1991) realizO OPU en
diferentes momentos del ciclo estral durante un periodo superior a tres meses. Vos et al.
(1994) obtuvieron un namero significativamente superior de ovocitos cuando realizaron
la OPU 22 h posterior al pico de LH, respecto a cuando realizaron esta antes de que se

produjera el pico de esta hormona.

Por su parte Hendriksen, (2004) obtuvo un numero de complejos cumulo-

ovocitos (COCs) de mayor calidad cuando realiz6 OPU el dia cinco del ciclo estral
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respecto a cuando realiz6 esta el dia ocho, momento en que estuvo presente un foliculo
dominante, lo que sugiere que la presencia de este foliculo afecta o inhibe el desarrollo
del resto de los foliculos subordinados. VVan der Schans et al. (1991) puncionaron un
mayor nimero de foliculos (46.0 contra 25.3) y obtuvieron un mayor nimero de COCs
(18.8 contra 10.8) en vacas estimuladas hormonalmente cuando los ovarios fueron
puncionados dos veces por semana comparada con una puncion. Varios autores
coinciden en afirmar que la frecuencia de aspiracion de dos veces por semanal ofrece
los mejores resultados en cuanto a cantidad y calidad de COCs recolectados (Simon et
al. 1993) y numero de blastocitos obtenidos después de la fertilizacién in vitro (Gibbons
et al. 1994). Sin embargo, existen reportes que refieren haber obtenido Optimos
resultados con la aplicacién de esta técnica tras un intervalo de siete dias entre sesion de

OPU (Imai et al. 2000).

Utilizacion de estimulacion hormonal antes de la OPU (ovum pick-up) existen
numerosos reportes relacionados con la recoleccion de ovocitos, sin necesidad de
utilizar algun tipo de estimulacion hormonal (Pieterse et al. 1991), ya que en todos los
casos han sido observados foliculos con un diametro superior a 2 mm (Kruip et al.
1994). Sin embargo, se han encontrado en algunos animales baja actividad ovérica
(Bousquet et al. 2000) en los cuales se hace necesario utilizar una combinacién de FSH-
LH o de gonadotropina eCG (gonadotropina criénica equina), las cuales se conoce
tienen un efecto positivo en los tratamientos superovulatorios utilizados en la
transferencia de embriones, aunque se realizan modificaciones en las dosis y el tiempo

del tratamiento.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO.

El presente trabajo de investigacion se realizé en el CE Chuquibambilla de la
Universidad Nacional del Altiplano, ubicado en el Distrito de Umachiri provincia de
Melgar, Region de Puno; entre los meses de Abril — Junio. Geograficamente se ubica a
156 Km de distancia de la cuidad de Puno, entre las coordenadas latitud 14° 47 377,
Longitud Oeste 70° 47’ 507, a una Altitud de 3974 m.s.n.m. con una precipitacion
pluvial promedio de 254,9 mm (enero a mayo 2018) y 129,9 mm (junio a diciembre) y
anual 659 mm; una temperatura maxima de 20,04°C en el mes de diciembre y una
minima de -18,4°C en el mes de junio, con un promedio anual de 8°C y una humedad
relativa de 53% como promedio anual (maxima 81% y minima 18%); 12,79 horas de
radiacion solar anual promedio, 41% de evaporacion anual promedio (SENAMHI,
2018).

3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL.

Se realiz6 la seleccion de 12 donadoras de la raza Brown Swiss (n=12), vacas
en estado de ciclicidad, multiparas, con un peso de 350 a 400 kg; con edades promedio
entre 4 a 10 afios y una condicién corporal entre 2,5 a 3,5 (1 = extremadamente delgado;
5 = muy obeso). Con un manejo de semi estabulacion, alimentadas con suplemento de
ensilaje de avena y con praderas implementadas con alfalfa (pastoreo). Siendo
distribuidas aleatoriamente en 4 diferentes grupos de tratamiento (muestreo por

conveniencia).
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3.3. MATERIALES

3.3.1. Materiales Utilizados para la Aspiracion Folicular (OPU).
- Equipo de ultrasonido transvaginal (ecografo) marca CHISON VET
- Tubo de plastico PVC (diametro ¥, de 50 cm de largo)

- Tubo de aluminio (50 cm de largo y 9 mm de diametro)

- Tubo de silicona (linea de aspiracion)

- Tubo Falcon de plastico de 50 mL

- Pipeta de plastico de inseminacidn artificial (45 cm)

- Tapdn de aspiracion (WTA Brazil)

- Bomba de vacio (vakuumpumpe N86 KN.18)

- Agujas N° 18 de 7 cm. para aspiracion

- Jeringas de tuberculina.

3.3.2. Materiales Utilizados para la Preparacion de las Vacas.

- Insumos para la sincronizacion de celo: dispositivos intravaginales (PRO-
CICLAR, con 750 mg de progesterona, LABORATORIO ZOOVET);
prostaglandina (LUTAPROST); estrégenos (ESTROVET); eCG (NOVORMON

5000 UI).

- Insumos para preparar las vacas: clorhidrato de lidocaina al 2%, tranquilizantes
(acepromacina), papel toalla, alcohol yodado, jeringas de 10 mL y 20 mL, agujas

n° 18, algodon, guantes de inspeccion y obstétricos.
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3.4. METODOLOGIA.

Distribucion de los Grupos.
Se distribuyd en grupos, con ablacién y sin ablacion folicular, se combinaron
con el uso de la estimulacion hormonal y sin estimulacién hormonal, la distribucién de

animales a cada uno de los tratamientos se presenta en el siguiente cuadro.

Tabla 1 Distribucion de unidades experimentales (vacas Brown Swiss).

TRATAMIENTO NAEJNl\fl\EIiEIIEDSE
To Control (PGF2a =2 ml) 3
171 Con Hormona (PG 750 mg + eCG) 3
T2 Ablacion folicular (PGF2a =2 ml) 3
T3 Hormona (PG 750 mg + eCG) + Ablacion 3
TOTAL 12

Grupo 1; Control (TO)

Los animales del grupo TO, recibieron una sincronizacion de la dinamica folicular, con
dos dosis de prostaglandina F2o. con 11 dias de intervalo entre ambas (primero dia 0 y
segundo dia 11). En el Dia 0, en el Grupo 1 recibieron 2 mL de PF2a (prostaglandina
F2a) por via intramuscular (I.M.) y en el dia 11, otra dosis de PF2a de 2 mL (Fig.1 —
ANEXO). En el dia 13, se realizo la primera aspiracion folicular guiada por ecografia,
luego se realiz6 dos aspiraciones méas con cuatro dias de aparto entre las mismas (dias
17, 21), los COCs obtenidos se clasificaron segun su apariencia citoplasmatica y
numero de células del cumulus segun lo descrito por Chaubal, et al. (2007); Los COCs

de cada una de las aspiraciones fueron evaluados.
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Tabla 2 Protocolo de sincronizacion de la dinamica folicular, del grupo control.
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Grupo 2, Con Hormona (T1)

Los animales del grupo T1, con tratamiento hormonal, en ese grupo se realizd un
tratamiento hormonal de multiovulacién. En el dia 0, se colocaron un implante de
progesterona intravaginal (PRO-CICLAR, con 750 mg de progesterona) (Fig. 2—
ANEXO) méas 2 mL de BE (benzoato de estradiol) por via intramuscular (Fig.3 —
ANEXO), al dia 4, se aplicé 1600Ul de eCG (NOVORMON 5000Ul, laboratorio
argentino SINTEX), tres dias después se retiré el DIV inmediatamente, se realizd la

sesion de aspiracion folicular (dia 7 OPU).

Tabla 3 Protocolo de superestimulacion hormonal.

BE o -8 =
T~ = O2cS
on = 0_:0:9%
o W - [ - (R
N 9 Wigog
) Q ‘R Sa
[l 5 ©
0 112|345 6
Dias

Grupo 3, Ablacién (T2)

En los animales del grupo T2, con ablacion (técnica referida a la eliminacién
del foliculo dominante mediante aspiracion folicular, para reiniciar un nuevo ciclo), se
realizd la sincronizacion de la dinamica folicular, con dos dosis de prostaglandina F2a
con 11 dias de intervalo entre ambas (primera dia 0 y segunda dia 11). En el Dia 0, en el
Grupo 1 recibieron 2 mL de PF2a (prostaglandina F2a) por via intramuscular (1.M.) y
en el dia 11, otra dosis de PF2a de 2 mL (Fig.1 — ANEXO). En el dia 13 este grupo
fueron sometidas a la ablacion folicular, fue realizado mediante la aspiracion de todos
los foliculos >6 mm de diametro (Barros et al., 2001). Luego se prosigui6é con las 2
aspiraciones con cuatro dias de intervalo (dias 17, 21). Los COCs de cada una de las

aspiraciones fueron evaluados.
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Tabla 4 Protocolo de sincronizacion de la dindmica folicular, con ablacion.
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Grupo 3, Hormona + Ablacion (T3)

Los animales del grupo T3, con tratamiento hormonal y adicionando la técnica de
ablacion (técnica referida a la eliminacion del foliculo dominante mediante la aspiracion
folicular, para reiniciar un nuevo ciclo), en este grupo se realizd un tratamiento
hormonal de multiovulacion. En el dia 0, se colocaron un implante de progesterona
intravaginal (PRO-CICLAR, con 750 mg de progesterona) (Fig. 2— ANEXO), el dia 2,
se realizo la ablacion (se realiza la técnica como OPU), aspirando foliculos >6mm, al
dia 4, se aplicé 1600UIl de eCG (NOVORMON 5000Ul), tres dias después se retiro el
DIV inmediatamente, se realizo la sesion de aspiracion folicular propiamente dicha (dia

7 OPU).

Tabla 5 Protocolo de superestimulacion hormonal en combinacién con ablacion.
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3.5. PREPARACION DE ANIMALES PARA LA ASPIRACION FOLICULAR.

Todas las sesiones de aspiracion y ablacion folicular, recibieron el mismo

procedimiento.
a.  Seingreso la vaca al brete realizando la sujecion respectiva. (Fig.4 - anexo)

b.  Se rasur0 y desinfectd la parte de la articulacion sacro-coccigea para colocar la
anestesia epidural (clorhidrato de lidocaina al 2%), aplicando 5 a 6 mL/vaca. (Fig.

5 - anexo)

c.  Se extrajeron las heces del recto, procediendo a la limpieza de la region perianal y

vulva, desinfeccién y secado con papel toalla. (Fig. 6 - anexo)

3.6. EVALUACION DE LOS OVARIOS POR ULTRASONOGRAFIA

Se realizd la evaluacion de los ovarios, antes de la sesion del OPU, ambos
ovarios se ecografiaron con un transductor lineal, con 7 MHz (chison 600 vet) para
contabilizar y clasificarlos de acuerdo a su diametro en pequefios (foliculos pequefios,
FP <6mm), medianos (foliculos medianos, FM 6 — 10mm) y grandes (foliculos grandes,

FG >10mm).

3.7 PREPARACION DE LA SOLUCION DE ASPIRACION
La solucion utilizada para aspiracion y lavado de los ovocitos fue PBS
(Solucion Buffer Fosfatada) + 1% de SFB (suero fetal bovino) mas 10 U.l. de

heparina/mL+ 25 ug/mL de gentamicina. (Viana, 2010)
3.8. TECNICA DE OPU Y ABLACION

a.  Aspiracion folicular fue realizada con un ecografo estacionario (CHISON
600VET) equipado con un transductor sectorial intravaginal de 6 MHz. Previo a
su utilizacién fue sumergido el transductor, ademas se desinfecto con clorhexidina
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3.9.

1% (desinfectante), luego se colocé gel de ecografia sobre el transductor,
enseguida se cubridé con una funda de plastico, evitando que exista aire entre la
funda y la superficie (cristales) del transductor (Fig. 7 - anexo).

Sobre la funda de plastico se lubrico con gel y se introdujo el aspirador dentro de
la vagina; con la mano izquierda se introdujo a través del recto se cogid los
ovarios entre los dedos, llevando el ovario hacia la punta del transductor, tratando
de ubicar asi los foliculos (Fig.8 - anexo).

La guia de aguja se introdujo por dentro del guiador (tubo de aluminio)
atravesando la pared vaginal con la aguja, observando mediante el ecdgrafo, la
aguja (imagen hiperecoica o blanca) se dirigié hacia los foliculos (imagen
anecoicas u oscuras).

Se realizd la puncion respectiva de los foliculos, aspirando todo el liquido
folicular hacia el tubo colector. La aspiracion se realizd con una bomba de vacio
(Vakuumpumpe N86 KN.18), (Seneda et al., 2003) a una presion de 75 mm Hg
(Fig.9-Anexo).

Concluida la aspiracion, se succiono nuevamente la solucion (PBS+1% de suero
fetal+ heparina) por la linea de aspiracion, con la finalidad de lavar y recuperar,

que algunos ovocitos hayan podido quedarse en la linea de aspiracion.

EVALUACION DE LA CALIDAD DE OVOCITOS

Después de realizar el OPU, el tubo colector (Figura 10 — anexo) que contiene el
liquido aspirado, es vertida a un filtro emcon (filtro solo para embriones), que
retiene a los ovocitos aspirados. Al realizar este proceso, se adiciona PBS al filtro
para realizar, de 2 a 3 lavados.

Inicialmente el tubo colector es lavado con PBS y el contenido se vierte a una

placa Petri de 10 x 35 mm (Figura 11 — anexo) se lavo las paredes para evitar
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pérdidas de ovocitos, en seguida se observo la placa Petri (Figura 12 — anexo) en
el microscopio con un aumento de 40X, buscando y clasificando cada ovocito
encontrado.

c. Para la clasificacion de dichos ovocitos se tom6 en cuenta la calidad de los
complejos ovocito — cumulos (COCs) lo cual fueron morfol6gicamente
clasificados en 4 categorias, segun lo reportado por (Seneda, et al., 2001; Viana, et

al., 2010) (Figura 13, 14 — anexo).

Cuadro 1 Clasificacion por calidad de ovocitos; categorias de Complejo Cumulus

Ovaocito (COCs)
CATEGORIA CARACTERISTICAS CITOPLASMA
Grado 1 COCs compacto, mas de tres Citoplasma homogéneo.

lineas de células del cimulus

(>3)
Grado 2 COCs con al menos una linea Citoplasma homogéneo o
de células del camulus ligeramente heterogéneo.
Grado 3 Ovaocito con pérdida de células
del cumulus
Grado 4 Las celulas del cumulos Degeneracion citoplasmatica
obscuras (atresico)

Fuente: Chaubal, et al., (2007)

3.10. ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables respuesta de caracter continio como son: numero de foliculos
segun tamafio, ovocitos recuperados y calidad de los mismos fueron comparados entre
los diferentes tratamientos a través de un disefio completo al azar con un arreglo

factorial de 2 x 2.
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Modelo lineal del DCA con un arreglo factorial de 2x2

Voo =ptai+ B+ (af)jk  +zip

Donde:

Yik = La puntuacion del i sujeto bajo la combinacion del j valor del factor Ay
el k valor del factor B.

« = Lamedia comln a todos los datos del experimento.
aj = El efecto o impacto de j nivel de la variable de tratamiento A.
Rx = Efecto del k valor de la variable de tratamiento B.
(a)ik = Efecto de la interaccion entre el i valor de Ay el k valor de B.
gij = Error experimental o efecto aleatorio de muestreo.

La tasa de recuperaciéon fue evaluada haciendo uso de una prueba de Chi-cuadrada.

Siendo el modelo para Chi-cuadrado:

(0i — Ei)?

x2=Y*=1 o

Donde:

¥? = Chi — Calculada.

K= Numero De categorias o clase (categoria de ovocitos)
Oi= valor observado en el i-esimo tratamiento.

Ei= valor esperado en el i-esimo tratamiento.

Todo el procedimiento se realiz6 haciendo uso del paquete estadistico SAS
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Tamafio de Foliculos segun tratamiento.

Las categorias del tamafio de los foliculos en todos los grupos de tratamientos
se muestran en la tabla 06. El numero de foliculos pequefios (<6mm) en el grupo testigo
(1) fue un 62.3 %; con ablacion (grupo 2), fue un 71.4 % de foliculos encontrados, en
los tratamientos del grupo 3 (hormona) se obtuvo un 30.4 % y en el tratamiento
hormona/ablacion (grupo 4) fue un 35.7 %, en foliculos medianos (6-10 mm de
diametro), no hubo diferencia (p>0.05) en los dos primeros grupos, en comparacion al
grupo 3 fue de un 47.8 % y en el grupo 4 fue un 50 %. EI mayor numero de foliculos
grandes (>10 mm de didmetro) se encontrd el grupo 3, un 21.7 %; seguido por el
tratamiento control y ambos grupos fueron mas altos de los protocolos de ablacion

(grupo 2) y hormona/ablacion (p<0.05).

Tabla 6 Tamaro de foliculos observados en los grupos de tratamientos (n=12)

Control eCG+P4+BE Ablacion  eCG+P4+Ablac
Tamano de (Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)  ion (Grupo 4)
Foliculos n/% n/% n/% n/%
<6 mm 33/62.32 5/35.7° 7130.4° 5/35.7°
6a10 mm 12/23.1° 7/50¢% 11/47.8% 7/50¢%
>10 mm 8/15.1° 2/14.3" 5/21.72 2/14.3"
Total de foliculos 53 93 49 14

observados
Nota: b,a/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

El ndmero de foliculos y valores porcentuales segin tamafio, donde se
obtuvieron para el grupo de Ablacion, el 71.4 % para foliculos < 6mm, 22.5 % para

foliculos de >6 a <10 mm y 13 % de foliculos mayores a >10mm, estos resultados
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comparados con Seneda, et al. (2001), quienes reportan en vacas Holstein 64.2% de
foliculos <4mm (pequefios) y 35.8 % de foliculos >4mm (grandes), son ligeramente
superiores en la presencia de foliculos <4mm e inferiores en foliculos >4mm. Esta
diferencia se deberia a que los autores trabajaron con la raza Holstein y en un ambiente
calido, a diferencia nuestra que se trabajé en meses secos (mayo-junio) y a una altura
3974 m.s.n.m.; ademas rescatando que en el ganado Bos taurus, el efecto de desarrollo
folicular parece mas pronunciado durante los meses mas calidos (Zeitoun, et al., 1996).
Los resultados obtenidos en el grupo 2 (eCG) se ha estimado el 30.4 % para
foliculos < 6mm, 47.8 % para foliculos de 6 a 10 mm y 21.7 % de foliculos mayores a
>10mm, comparados con Ribas, et al, (2018) que obtuvieron un 19% foliculos de
<6mm; un 44.4% de foliculos de 6 a 10 mm y 36.6% foliculos > 10 mm. Estos
resultados contrastados con el presente trabajo se observa una superioridad en cuanto a
los foliculos de < 6 mm, pero inferior en los foliculos >10 mm; ya que utilizaron un
protocolo similar al presente estudio, pero trabajaron con la raza Bradford, y la
diferencia por el niUmero de vacas tratadas. Letters, (2018) obtuvo un 46.92 % foliculo
de 3 — 4 mm; 30.77 % de foliculos de 5 — 6 mm y 23.07 % de foliculo >7 mm,
contrastados con los foliculos de <6 mm y 6 — 10 mm, resultados similares al presente

estudio, este autor trabajo con dosis de 2000 Ul de eCG y con vacas Grises Rumanas.

En el presente trabajo de investigacion se encontré una predominancia de
foliculos pequefios sobre foliculos grandes, de igual manera Bols et al. (2004)
mencionan haber hallado una mayor cantidad de foliculos pequefios (< 5mm) 74.4% en
relacion a foliculos grandes (> Smm) con 25.6 %. Esta predominancia de foliculos
pequefios esta dada por causa de la dominancia de un foliculo, el que va inhibir el
crecimiento del resto de foliculos, ya que en el reclutamiento solo se consideran

foliculos menores a 4-5 mm (Moussa, et al. 2015).
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4.2. Numero de foliculos ovaricos.

En latabla 7, se muestra  los promedios del total de foliculo visualizados en

ambos ovarios por tratamientos. EI promedio de foliculo presentes en el grupol, fue de

9.33 + 4.04 con un coeficiente de variabilidad de 79.46 %; en el grupo2, de 7.00 + 3.00,

con un coeficiente de variabilidad de 43.30 %, para el grupo 3, fue 6.33 = 5.03, con un

coeficiente de variabilidad de 42.86 % y para el grupo 4, fue un 6.83 = 4.20, con un

coeficiente de variabilidad de 42.98 %. Estos valores promedios del nimero total de

foliculos presentes en los ovarios por tratamiento, resultaron ser estadisticamente

significativos (P<0.05).

Tabla 7 Numero de foliculos visualizados en vacas Brown Swiss por tratamiento.

C.V.
Tratamiento n X+D.S. Min. - Max.

(%)
Control (Grupo 1) 3 9.33+£4.04% 2546 7.00-14.00
Con hormona (Grupo 2) 3 7.00+3.00° 2330 4.00-10.00
Ablacion (Grupo 3) 3 6.33+5.03° 22.86 1.00-10.00
Hormona/ablacién (Grupo 4) 3 6.83+4.20° 2298 1.05-10.00

Nota: b,a/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p<0.05)

En el grupo 2, se visualizaron 7.00 + 3.00 foliculos. Siendo estos datos

inferiores a los reportados por Aller, et al., (2012) reportaron una media de a 9.6 = 0.9

foliculos con la aplicacion de eCG en la raza Angus; mientras que Sait et al., (2008)

reportaron una media de 13.8 = 7.7 con aplicacion de FSH y 7.7 £ 5.6 con aplicacién de

eCG en la raza Holstein
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Mercado, (2015) obtuvo, 11.00 foliculos promedio, utilizando en su protocolo
la progesterona combinado con estrdgenos y Viera et al, (2014) con 17.6+1.6 foliculos
en donantes lactantes y 16.7+1.5 en donantes no lactantes, ya que utilizaron en su

protocolo de estimulacion folicular la FSH, ademaés utilizo vacas de la raza Holstein.

Ongoratto (2016), obtuvo una media de 11.8+1.14 de foliculos observados,
resultados superiores, utilizando un protocolo similar al presente estudio, con la
diferencia de dosis de eCG que fue de 800 Ul en la raza Brangus y Angus. Sendag
(2008), obtuvo 7.7 £ 5.6, utilizando una dosis de 3000 Ul de eCG, en la raza Holstein.
Entre tanto Chong et al., (2008) utilizo la estimulacion intraovarica con eCG 900 Ul
teniendo mejores resultados en el desarrollo folicular 8,33 + 0,6 y se pudo mejorar los
resultados obtenidos por puncion folicular guiada por ultrasonografia. Los resultados
del presente estudio son inferiores a los autores indicados posiblemente se deba al
método de sincronizacion de la onda folicular de cada uno de los animales ya que se
hizo mediante puncion in vivo.

Diferentes estudios realizados se centran en buscar diferencias entre vacas del
género Bos Taurus y Bos indicus (tipo cebuino) Algunos autores describen un mayor
numero de foliculos visualizados y reclutados para OPU en animales B. indicus
Basurelli, (2012), frente a otros que describen un mayor nimero de foliculos de tamafio
grande en las razas europeas (Bols, 2001). Un estudio realizado sobre el mismo numero
de animales B. indicus y B. taurus, mantenidos en iguales condiciones ambientales y de
nutricion, concluye que los animales del género B. indicus presentan un mayor numero
de foliculos visualizados, un mayor numero de ovocitos aspirados por sesion y un
mayor porcentaje de division y supervivencia de blastocistos en dia 7. En cuanto a sus

cruces, se concluye que presentan una tasa superior de ovocitos recolectados por sesion
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de OPU, frente a las razas puras y un porcentaje superior de embriones producidos in
vitro (Boni, 2012).
La diferencia fue un reflejo de la mayor poblacién de foliculos antrales

reportados en Bos indicus en comparacién con Ganado Bos taurus (B0, et al., 2003)

Viana et al., (2009) sostienen que las sucesivas aspiraciones foliculares alteran
la dindmica folicular, el grupo de las vacas con control hormonal (7.00 + 3.00) fue
similar estadisticamente, posiblemente se deba a la aplicacion inicial del benzoato de
estradiol suministrada (2 mL), creando concentraciones similares de progesterona y
estrogeno en la circulacién sanguina, para que los tratamientos con estradiol sean
efectivos. B0, (1999) indica que se esperara un dia para inyectar el estrogeno después de
la colocacion de un progestageno (CIDR) o administrar progesterona o progestageno
inyectable junto con el estradiol, en el momento que se coloca el implante.

En el grupo 3, donde se utilizé la ablacion folicular, se obtuvo un promedio de
6.33 + 5.03 foliculos visualizados, siendo estos datos contrastados con Bergfelt et al.
(1994) que obtuvieron 5.1 + 0.5 foliculos visualizados, resultados inferiores al presente
estudio esta diferencia se debi6 a que utilizaron vaquillas.

Barretero, (2015) reporto resultados de 11 foliculos en trabajos realizados en
vacas de raza Holstein seleccionadas de acuerdo al nimero de partos, buena condicién
corporal y no presentaban problemas productivos y sanitarios. Con un tratamiento
hormonal de benzoato de estradiol (3.6 mg) mas un implante DIB® (1.0g de
progesterona), estos resultados son superiores a los valores obtenidos en el presente
estudio que se deberan a dos causas. Al uso de implante de (PRO-CICLAR) con 750
mg de progesterona, no fue suficiente para el adecuado control endocrino (feed back

negativo a LH) en las vacas multiparas seleccionadas para el presente experimento; otro
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aspecto, para el presente estudio se utiliz6 vacas de la raza Brown Swiss a una altitud de
3974 m.s.n.m. (SENAMHI, 2018).

En el grupo 4; se obtuvo una media de 6.83 + 4.20 foliculos visualizados,
resultados comprados con Ongorato (2016) quien obtuvo en dos estudios 13.6 £ 12 y
15.4 + 1.2 foliculos, que son resultados superiores del presente estudio, que se deberia al
uso de vacas de las razas de Brangus y Angus, con diferente tipo de protocolo de
sincronizacién donde utilizaron una dosis de 800 Ul de eCG, y la ablacién lo realizo a
los 3 dias después iniciado su protocolo.

Al respecto Jiménez, (2009) indica que el éxito para realizar un tratamiento

superovulatorios en las vacas es el estatus ovarico a un inicio del tratamiento.

4.3.  El nimero de ovocitos obtenidos mediante la aspiracion folicular

En la tabla 8, se muestran los promedios de ovocitos recuperados por
tratamientos. EI promedio de ovocitos recuperados en el grupo 1 fue de 1.70 £ 1.15, con
un coeficiente de variabilidad de 69.88 %; en el grupo 2 de 3.00 £ 2.65, con un
coeficiente de variabilidad de 88.19 %, en el grupo 3 de 1.67 = 1.15, con un coeficiente
de variabilidad de 69.28 % y en el grupo 4 de 1.67 + 1.15, con un coeficiente de
variabilidad de 69.28 %. Estos valores promedio de ovocitos recuperados por
tratamientos, resultaron ser estadisticamente no significativos (P<0.05).

Tabla 8 Numero de ovocitos recuperados mediante OPU en vacas Brown Swiss (n=12)

Tasa de
Tratamiento X+D.S. recuperacion C.V. Min. - Max.
(%) (%)
Control (Grupo 1) 1.70 £1.15% 19.93 29.89 1.00-4.00
Con hormona (Grupo 2) 3.00+2.65° 49.20 28.19 1.00-6.00
Ablacién (Grupo 3) 1.67 £1.15% 44.43 29.28 1.00-3.00

Hormona/ablacion (Grupo 4) 1.67 £1.15% 1.56 29.28 1.06-3.00

Nota: b,a/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p<0.05).
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El nimero promedio de ovocitos recuperados, en protocolo hormona (grupo 2)
fue mayor que en los demas protocolos (p>0.05). La tasa de recuperacion de ovocitos,
definida como el porcentaje de ovocitos recuperados por el nimero total de punciones,
en el protocolo hormona (grupo 2) se obtuvo 49.20 %, con una media de 3.00 % 2.65;
comparados estos resultados con Sendag (2008) donde obtuvo 6.2 + 4.8, con un indice
de recuperacion de 80.7 % que son superiores a los resultados obtenidos en el presente
estudio, esta diferencia se deberia a que el autor trabajo con la raza Holstein y con una
dosis de 3000 Ul de eCG. También Sait et al., (2008) reporto una media de 10.3 £ 5.0
con aplicacion de FSH y un 6.2 + 4.8 con aplicacion de eCG. Ribas (2018) obtuvo tasas
de recuperacion de 64.1 + 4.0 % con una dosis utilizada de 800 Ul de eCG y 76.6 + 3.6
% con dosis de 200 Ul de eCG, en razas Braford. Las dosis superiores a 800 Ul de eCG
pueden causar una sobreestimulacion excesiva del desarrollo folicular y, como
consecuencia, interferir con la recoleccion de ovocitos o disminuir la respuesta con el

uso repetido de eCG en el ganado (Ginther, et al, 2001),

Sin embargo Ongaratto, (2016), obtuvo una tasa de recuperacion de 7.5 + 0.8.
superiores al presente estudio, esta diferencia se debe que ellos trabajaron con la raza
Brangus y Angus, pero diferente protocolo de estimulacion folicular, utilizando una
dosis de 800 Ul de eCG, Letters, (2018) obtuvo 84.61 + 2.2 % con una media de 11.36
+ 0.3, resultados superiores al presente estudio, esta diferencia se debe a que el autor
trabajo con dosis de 2000 Ul de eCG y con vacas grises rumanas. Las razas europeas
poseen aparentemente una mayor cantidad de foliculos comparados con el Cebu y los

animales mestizos (Dominguez, 1995).

Aller et al. (2012), informaron que hubo un efecto positivo del uso de eCG

(1600 UI) en vacas Angus prefiadas que tenian terneros lactantes.
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En el grupo 3, se obtuvo una media de 1.67 + 1.15 ovocitos, con una tasa de
recuperacion de 44.43 %, al comprar con Letters, (2018) donde obtuvo 66 .06 + 1.9 %
con una media de 4.20 + 0.2, resultados superiores al presente estudio, esta diferencia se

deberan a que el autor trabajo en vacas grises rumanas

En el grupo 4; con una tasa de recuperacion de 37.56 + 17.30 %, con un
promedio de 1.67 + 1.15 ovocitos recuperados, comparados con Ongaratto et al. (2016)
donde obtuvieron 8.3 £ 0.9 que son superiores a los resultados del presente trabajo, que
utilizo diferente protocolo de sincronizacion, ademas trabajo con la raza Brangus y

Angus y con dosis de 800 Ul de eCG.

No fueron observadas las diferencias significativas entre los grupos evaluados
con respecto al total de ovocitos colectadas por aspiraciéon folicular. Sin embargo, en
trabajos realizados por (Pérez-Sandoval., 2019) estudiaron que el uso de la ablacion
folicular aumenta el porcentaje de foliculos Optimos por consiguiente embriones de

calidad.

Para los resultados del presente trabajo, la ablacion no represento una excelente
estimulacion del crecimiento folicular tras la sincronizacion inicial de la dinamica
folicular, con dos dosis de prostaglandina F2a. El grupo sometido a tratamiento
hormonal numéricamente tubo mejores resultados (3.00 £ 2.65) en el nimero de
ovocitos obtenidos mediante aspiracion folicular es posible que la fuerza de aspiracion
pudo ser méas favorable para el cimulos de estos ovocitos, debiéndose principalmente a
la accion de la combinacién de los esteroides prostaglandina y benzoato de estradiol
para sincronizar el inicio de una onda de crecimiento folicular, (Mapletoft, 2013) hace

referencia sobre el efecto supresor de la prostaglandina P4 sobre la liberacion de
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gonadotropinas hipofisiarias principalmente sobre la LH, unido a la atresia folicular

causada por el estrogeno E2.

4.4. Calidad de ovocitos recuperados mediante aspiracion folicular

En la tabla 9, muestra los resultados obtenidos en el grupo 2, grupo 3, de la
aplicacion de los diferentes tratamientos sobre la calidad de ovocitos obtenidos. No

hubo diferencia estadistica (p>0.05) de los tratamientos de hormona y ablacion en

Totalde Gradol Grado 2 Grado 3 Grado 4

Tratamiento ovocitos N/ % N/ % N/ % N/ %
Control (Grupo 1) 6 3/50 0 0 3/50
S)O” hormona (Grupo 9 3/3333  1/11.11 5/55.55 0
Ablacion (Grupo 3) 5 2140 1/20 2140 0
Hormona/Ablacion
(Grupo 4) 5 0 0 2140 3/60
Total 25

comparacion con el grupo control. Las distribuciones de ovocitos segun los grados

morfoldgicos, como porcentaje del total de ovocitos recuperados.

Tabla 9 Numero de ovocitos obtenidos segun calidad, recuperados por OPU.

En el grupo 3, se obtuvo 5 ovocitos recuperados, donde fueron categorizados
como grado 1, un 40 %; 20 % de grado 2; 40 % de grado 3. Estos resultados comprados
con Letters, (2018) donde obtuvo 31.3 % de grado 1; 33.8 % de grado 2; 32.5 % de
grado 3 y 25 % de grado 4, trabajo en vacas grises rumanas, contrastados estos

resultados, donde son similares en el grado 1y 3, pero inferiores en el grado 2.

En el grupo 2 de tratamiento con hormona (eCG) se tuvo la recuperaron de 9
ovocitos tras OPU, 22.33 % de grado 1; 11.11% de grado 2 y 55.56% de grado 3. Estos

resultados fueron comparados con Ribeiro, et al, (2011) quienes obtuvieron
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16,38+15,21 ovocitos recuperados de los cuales el 31.25 % ovocitos fueron de grado 1,
12.5 % de grado 2; 31.25 % de grado 3 y 25 % ovocitos expandidos, comparados estos
resultados a los valores encontrados en el presente trabajo, donde son similares en el
grado 2; menores en grado 1 y superiores en grado 3. Esto debido tal vez a la presién de
aspiracion utilizada, donde no se pudo mantenerse entre 70 a 80 mmHg, disminuyendo

la cantidad de ovocitos viables.

Mientras, Sendag (2008), obtuvo con un similar protocolo se
superestimulacion, pero utilizando una dosis de 3000 Ul de eCG, ademas utilizo una
aguja con calibre de 17, donde tuvo resultados de 15.9 % de grado 1; 17 % de grado 2;
54.6 % de grado 3 y 12.5 % de grado 4, comparado estos resultados a los valores
encontrados en el presente trabajo, 22.33 % de grado 1; 11.11% de grado 2 y 55.56% de
grado 3. Similares en grado 3 y mucho mayor en grado 1 y 2. Esta superioridad de
ovocitos viables se debe a la utilizacion de una aguja calibre de 18, ademas, Bols et al.
(1997) obtuvieron las mayores tasas de recoleccion con las agujas de mayor diametro
(18G). Aller et al., (2012) obtuvo con la aplicacion de eCG del 34.2% en la raza Angus.
Letters, (2018) obtuvo 34.1 % de grado 1; 30.0 % de grado 2; 24.2 % de grado 3y 9.4
% de grado 4, trabajando con vacas grises rumanas con una dosis de 2000 Ul; que son

resultados inferiores al presente estudio,

Respecto a trabajos realizados por Betancur et al., (2011) quien obtuvo 57%
de foliculos de primer grado utilizando FSH-hCG, y 28.6% de segundo grado, estos
resultados son superiores a los resultados obtenidos en el presente trabajo, lo que
deberia a la accion de la aplicacion de 0.150mg de D(+)-cloprostenol (Prostal ®, I.M) al
momento de retirar el dispositivo intravaginal, y al dia siguiente aplicé 1 mg (1.M)
adicional de benzoato de estradiol, cuatro dias después se realizo la aspiracién folicular.

Y 14.4% de foliculos fueron de tercer grado lo cual es inferior a los resultados
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obtenidos en el presente trabajo (55.56%), se deberia principalmente al factor operario.
Pieterse et al. (1988) reportaron tasas de recoleccién superiores después de tratar a las
donantes con eCG unido a un aumento en el tamafio de los ovarios y la cantidad de
foliculos, trabajos posteriores Pieterse et al. (1992) mostraron un mayor nimero de
foliculos puncionados por sesion en vacas estimuladas hormonalmente, sin embargo, las
tasas de recoleccion fueron inferiores. En Cuba, Chong et al. (2008) reportaron un
incremento significativo en el nimero de foliculos puncionados y ovocitos recolectados
al estimular las donantes con eCG. Con el método usado para sincronizar la onda

folicular mediante ablacién fue de 50% de foliculos de primer grado, (50% de grado 3).

Existen numerosos reportes relacionados con la recoleccién de ovocitos, sin
necesidad de utilizar algln tipo de estimulacion hormonal (Pieterse et al. 1991), ya que
en todos los casos han sido observados foliculos con un didmetro superior a 2 mm
(Kruip et al. 1994). Sin embargo, se han encontrado en algunos animales baja actividad
ovarica (Bousquet et al. 2000) en los cuales se hace necesario utilizar una combinacion
de FSH-LH o de gonadotropina eCG (gonadotropina criénica equina), las cuales se
conoce tienen un efecto positivo en los tratamientos superovulatorios utilizados en la
transferencia de embriones, aunque se realizan modificaciones en las dosis y el tiempo
del tratamiento.

Pieterse et al. (1988) reportaron tasas de recoleccion superiores después de
tratar a las donantes con eCG unido a un aumento en el tamafio de los ovarios y la
cantidad de foliculos, trabajos posteriores Pieterse et al. (1992) mostraron un mayor
numero de foliculos puncionados por sesion en vacas estimuladas hormonalmente, sin
embargo, las tasas de recoleccion fueron inferiores. En Cuba, Chong et al. (2008)
reportaron un incremento significativo en el nimero de foliculos puncionados y

ovocitos recolectados al estimular las donantes con eCG. Se han reportado tratamientos
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progestativos (Nibart et al. 1995) o con FSH utilizando el mismo esquema de los
tratamientos superovulatorios empleados en la transferencia de embriones.

Las tasas de recuperacion de ovocitos son mayores cuando la OPU se realiza
en los foliculos > 4 mm pero menores a 10 Martinez et al. (2005) demostraron que la
aplicacion de BE y P4 producen la atresia folicular y el comienzo de una nueva onda
folicular aproximadamente 4 dias después. Por lo tanto, la siguiente aspiracion en el dia
6 de tratamiento coincide con el dia 2 de la onda folicular que prosee una alta poblacién
de foliculos que tienen entre 5y 7 mm de didmetro disponibles en el momento de la
OPU, segun lo sugerido por (Seneda et al. 2001).

Otros autores (Goodhand et al. 2000, De Roover et al. 2008) reportan un
incremento tanto en la cantidad de foliculos puncionados como en la cantidad de
ovocitos recolectados después de estimular la donante con FSH. Stubbins y Walton
(1995) por su parte no encontraron diferencias significativas en el nimero de foliculos
colectados por puncién en hembras no estimuladas puncionadas dos veces por semana,
respecto a vacas estimuladas con FSH puncionadas una vez por semana. De Roover et
al. (2005) reportaron que cambios minimos en las dosis de FSH influyen en el tamario,
pero no en el nimero de foliculos, el cual si se vio influenciado por la donante y el
nimero de sesiones de OPU. También se ha estudiado el efecto de la hormona
somatotropica bovina (BTS) en la poblacion folicular (Bols et al. 1997), encontrandose
un incremento significativo en el nimero total de foliculos puncionados en hembras
tratadas con dicha hormona respecto a las no tratadas, pero en cuanto al nimero de

ovocitos recolectados no se encontraron diferencias significativas.

Goodhand et al. (1999) por su parte llegaron a la conclusion que la cantidad de
embriones transferibles producidos después de una sesién de OPU semanal en hembras

estimuladas con FSH resulta similar al alcanzado después de aplicar dos sesiones de
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puncion semanal en hembras no estimuladas. Recientemente, Bols et al. (2004) han
propuesto la inyeccién intraovarica de minidosis de FSH-LH para incrementar la

poblacion folicular, sin que el costo del tratamiento se incremente significativamente.
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V. CONCLUSIONES

1.  El efecto de la ablacion folicular representa un valor significativo con una tasa de
recuperacion de 44.43%, donde se obtuvieron calidades de ovocitos de grado 1, 2
y 3, por aspiracion folicular (OPU).

2. En la estimacion de la tasa de recuperacion de ovocitos con estimulacién
hormonal utilizando eCG se obtuvo una tasa de 49.20%. obteniendo calidades de
ovocitos de diferentes grados (1, 2 y 3) que son ovocitos viables para realizar FIV.
Ya que con este tratamiento también, se observa mejores foliculos de 6 mm a 10

mm para la aspiracion folicular (OPU).
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VI. RECOMENDACIONES

- Se recomienda ampliar el presente estudio, trabajando con un nimero mayor de
animales, durante el experimento para poder asi tener mayor cantidad de ovocitos
y evaluando la calidad de cada una de ellas, utilizando los tratamientos de
ablacion y estimulacion hormonal.

- Se recomienda realizar tratamientos similares hasta la verificacion de la calidad de

ovocitos, y demostrar el proceso de fecundacién y nacimiento de crias mediante esta

técnica de OPU.

- Se recomienda utilizar diferentes dosis de eCG, para observar la estimulacion
ovarica y evaluar la calidad de ovocitos obtenida. Asi mismo trabajar mas el
estudio de la ablacion folicular como otra opcién de estimulacion ovarica, en

nuestro altiplano peruano.

- Realizar mayor cantidad de sesiones de aspiraciones por vaca, Yy estandarizar cada

tratamiento utilizado.
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ANEXO B TABLAS
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Tabla 11 Datos obtenidos del grupo 2 (con hormona), tamafio folicular y nimero de ovocitos.

Tabla 12 Datos obtenidos del grupo 4 (con hormona + ablacion) tamarfio folicular y nimero de ovocitos.
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Tabla 13 Datos obtenidos del grupo 1 (control), tamafio de folicular y cantidad de

0VoCitos.
TAMARNO DE FOLICULO
1ra ASPIRACION 2da ASPIRACION 3ra ASPIRACION
| ® | T | ®
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Tabla 14 Datos obtenidos del grupo 3 (ablacion), tamafio folicular y cantidad de

ovaocito.
TAMANO DE FOLICULO
ABLACION 1ra ASPIRACION 2da ASPIRACION
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Tabla 15 NUumero de ovocitos.

CANTIDAD DE OVOCITOS

SIN ABLACION CON ABLACION
SIN CON SIN CON
CATEGORIAS HORMONA HORMONA HORMONA HORMONA

(T0) (1) (T2) (T3)
1 3 4 2 0
2 0 1 1 0
3 0 4 3 2
4 2 0 0 3
Total 5 9 6 5

Tabla 16 Resumen de los tratamientos y resultados de las aspiraciones.

Control Ablacion Hormona (Grupo Hormona+Ablacion
Cadigo de Protocolo (Grupo 1) (Grupo 3) 2) (Grupo 4)
Namero de animales 3 3 3 3
Total, numero de sesiones de
aspiraciones 3 2 1 1
Numero de foliculos observados 53 49 23 14
Total, numero de foliculos aspirados 29 10 17 12
Numero de foliculos/media 9.33+4.04a 6.33+5.03a 7.00+3.00a 7.00+3.00a
CATEGORIA DE FOLICULOS POR
SESION
<6 mm 33/53 (62.3) 35/49 ((71.4) 7123 (30.4) 5/14 (35.7)
6-10 mm 12/ 53 (22.6) 11/49 (47.8) 11/23 (47.8) 7114 (50)
>10 mm 8/53 (15.1) 3/49 (13/) 5/23 (21.7) 2/14 (14.3)
Total, numero de ovocitos recuperados 6 5 9 5
Numero de ovocitos recuperados /media ~ 1-67 £115a  167+115a 3.00+2.65a 167x115a

y 19.93+6.67a 4443+964a 49.20+31.70a 3756+17.30a
Tas de recuperacion (%)
CATEGORIA DE OVOCITOS (grado)
1Total % 3/6(50) 2/5(40) 3/9(33)
2/Total % 1/5(20) 1/9(11)
3/Total % 2/5(40) 5/9(55) 2/5(40)
4/degenerados 3/6(50) 3/5(60)
Fuente propia 2019
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ANEXO C (FIGURAS)

Figura 1 Sincronizacién de la dindmica folicular, con dosis de prostaglandina F2a.

Figura 2 Colocacién del implante de progesterona intravaginal (dia 0).
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Figura 4 Administracion de eCG (Novormon) al dia 4 del tratamiento.
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Figura 5 Extraccion de los DIV y sujecion de la vaca en un brete.

Figura 6 Administracion de la anestesia epidural
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Figura 8 Armado del transductor OPU
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Figura 9 Introduccion del aspirador dentro de la vagina

Figura 10 Visualizacion de los foliculos y medicion.
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Figura 11 Bomba de vacio a una presion de 75 mm Hg.

Figura 12 Tubo colector
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Figura 13 Lavado de las paredes del filtro EMCON con PBS.

Figura 14 Placa Petri conteniendo la solucién de PBS maés ovocitos aspirados.
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Figura 15 Observacion en microscopio con un aumento de 40X a los ovocitos

Figura 16 Ovocito de grado 2
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Figura 17 Ovocito de grado 1

Figura 18 Ovocitos de grado 3y 4

Figura 19 Ovocitos de grado 4 (desnudado)
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ANEXO D (CUADROS ESTADISTICOS)

Cuadro 2 ANVA para nimero de foliculos

F.V. S.C GL| CM F p-valor
modelo 14.89 2 744 | 044 | 0.6628
tratamiento 14.89 2 744 | 0.44 | 0.6628
error 101.33 6 16.89
total 116.22 8
Cuadro 3 ANVA para nimero de ovocito
F.V. S.C GL| CM F p-valor
modelo 14.89 2 744 | 044 | 0.6628
tratamiento 14.89 2 744 | 044 | 0.6628
error 101.33 6 16.89
total 116.22 8
Cuadro 4 Calidad de Ovocitos
NUMERO
DE
SRS | Tos | GRADO GRADO 2| GRADO3| GRADO 4
TESTIGO 5 2 1 2 0
HORMONA 9 3 1 5 0
HABLACION 6 3 0 0 3

Cuadro 5 Conversion de valores porcentuales a valores angulares para tasa de
recuperacion de ovocitos.

Tratamiento | Repeticion VEes i Yl

recuperacion | angulares
Control R1 18.2 25.25
Control R2 14.3 22.22
Control R3 27.3 31.50
Hormona R1 28.6 32.33
Hormona R2 85.7 67.78
Hormona R3 33.3 35.24
Ablacion R1 50.0 45.00
Ablacion R2 50.0 45.00
Ablacion R3 33.3 35.24
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Ablacion Folicular y estimulacion hormonal ovérica.

Andlisis de la varianza

VariableN R2 R2ZA] cCV
Ovocitos 12 0.14 0.00 78.38
Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo. 3.58 3 1.19 0.45 0.7256
Ablandacion 2.08 1 2.08 0.78 0.4025
Hormonal 0.75 1 0.75 0.28 0.6103
Ablandacion*Hormonal 0.75 1 0.75 0.28 0.6103
Error 21.33 8 2.67
Total 2492 11

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.17412
Error: 2.6667 gl: 8

Ablandacion Medias n E.E.
1 250 6 0.67 A
2 167 6 0.67 A

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=2.17412
Error: 2.6667 gl: 8

Hormonal Medias n E.E.
2 233 6 0.67 A
1 183 6 0.67 A

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=4.26980
Error: 2.6667 gl: 8

Ablandacion Hormonal Medias n E.E.
1 2 300 3 094 A
1 1 200 3 094 A
2 2 167 3 094 A
2 1 1.67 3 094 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Medias marginales estimadas de Ovocittos

Ablandacion

3,007 folicular

~5in Ablandacion
— Con ablandacion

2,75

2,50

2,25

2,00

Medias marginales estimadas

1,75

[ 3]

T T
Sin hormona Con hormona

Estimulacion hormonal ovarica
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Efecto entre la calidad del ovocito y ablacion folicular

Tabla cruzada Ablacion folicular*Calidad del ovocito
Calidad del ovocito
Cl C2 C3 C4 Total

Ablacion folicular Con ablacion Recuento 7 1 4 2 14
Recuento 50 11 50 28 14,0
esperado

Sin ablacion Recuento 2 1 5 3 11
Recuento 4,0 9 40 2.2 11,0
esperado

Total Recuento 9 2 9 5 25
Recuento 90 20 90 50 25,0
esperado

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintética
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2,769° 3 ,429
Razon de verosimilitud 2,894 3 ,408
Asociacion lineal por lineal 2,425 1 ,119

N de casos validos 25
a. 6 casillas (75,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo
esperado es ,88.

Mediante arreglo factorial con Disefio Completamente al Azar (DCA) los tratamientos
del factor Ablacion folicular tienen el mismo efecto (P > 0.05), por otra parte, el factor
estimulacion hormonal ovaérica también tienen el mismo efecto (P > 0.05). No hay
significancia en la interaccion (P > 0.05), lo que indica que los factores actlan de

manera independiente.

A la prueba de significancia de asociacion mediante Ji-cuadrado es bajo (P>0.05), el
cual nos indica estadisticamente que la calidad de los ovocitos no estad asociada a la

ablacion folicular.
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