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RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en la granja experimental Irquis de la
Universidad de Cuenca. El objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad y
cantidad de ovocitos recuperados en dos tiempos diferentes de OPU (40 y 48h)
sobre la calidad y cantidad de Complejos cumulus ovocitos (COC’s) recuperados
mediante Ovum pick up (OPU), después de un protocolo de estimulacion ovarica
a base de FSH-LH (Pluset®) en vaquillas de genotipo Criollo. Se realizaron 22
sesiones de OPU divididas en cuatro tratamientos. Se analizaron 330 datos en
total y 15 variables; se utiliz6 un modelo lineal general para el andlisis de los
datos a través del SAS version 9,3 y el procedimiento MEANS, en la
determinacién de estadisticos descriptivos de las variables. Ademas, se utilizo6 el
Test de Tukey-Kramer, para la comparacion entre las medias minimo
cuadraticas. Los tratamientos OPU 40h y OPU 48h permitieron obtener dos
veces mas COC’s (8,2 y 9,8 respectivamente), frente a los que no recibieron
estimulacién ovarica (testigo 40h y testigo 48h), presentando diferencia
estadistica (P<0,05). Se obtuvo tres veces mas COC’s de calidad A en el
tratamiento OPU 48 h y el 100% de estas estructuras reaccionaron positivamente
a la prueba de azul brillante de Cresilo (BCB+), es decir terminaron su
crecimiento y se encontraban listos para iniciar el proceso de maduracion in vitro.
Se concluye que el tratamiento OPU 48h permite obtener mayor calidad y

cantidad de COC'’s recuperados y aptos para el proceso de PIV.

PALABRAS CLAVE: COC’S, ESTIMULACION OVARICA, OPU, PRUEBA BCB



ABSTRACT

The present investigation was carried out in the experimental farm Irquis of the
University of Cuenca. The objective of the present study was to evaluate the
quality and quantity of oocytes recovered at two different times of OPU (40h and
48h) on the quality and quantity of COC’s recovered by Ovum pick up (OPU),
after an ovarian stimulation protocol based FSH-LH (Pluset®) in heifers of Creole
genotype. Twenty two OPU sessions were divided into four treatments. We
analyzed 330 data in total and 15 variables, a general lineal model was used for
the analysis of the data through the SAS version 9,3 and MEANS procedure in
the determination of descriptive statistics of the variables. In addition, the Tukey-
Kramer test was used for the comparison between the least squares media. The
treatments OPU 40h and OPU 48h allowed to obtain twice as many COC’s (8,2
and 9,8 respectively), compared to those who did not receive ovarian stimulation
(40h control and 48h control), presenting statistical difference (P<0,05). Three
times more COC'’s of quality A were obtained in the OPU 48 treatment and 100%
of these structures reacted positively to the bright blue test of cresyl (BCB+), that
is to say they finished their growth and they were ready to initiate the process of
maturation in vitro. It is concluded that the OPU 48h treatment allows to obtain

higher quality and quantity of COC'’s recovered and suitable for the PIV process.

KEY WORDS: COC’S, OVARIAN STIMULATION, OPU, BCB TEST
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

ARNm: Acido ribonucleico mensajeo que transfiere el codigo genético
BCB: Azul brillante de Cresilo

COC'’s: Complejo cumulus ovocitos

CL: Cuerpo Lateo

E2: Estradiol

FIV: Fertilizacion in vitro de embriones
FSH: Hormona Foliculoestimulante
G6PD: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
GnRH: Hormona liberadora de Gonadotropinas
IM: via Intramuscular

Kg: Kilogramo

LH: Hormona Luteinizante

mg: Miligramo

ml: Mililitro

mm: Milimetros

pm: Microlitro

OPU: Ovum Pick Up

P4: Progesterona

PGF2a: Prostaglandina

PIV: Produccion in vitro de embriones
SC: via Subcutanea

SOV: Superovulacion

TE: Transferencia de embriones

Ul: Unidades internacionales
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1. INTRODUCCION
El ganado bovino de genotipo Criollo del Ecuador adaptd su constitucion y
aptitudes productivas a las variadas condiciones ambientales de la region a
través del tiempo y adquiri6 caracteristicas importantes como rusticidad,
adaptabilidad y resistencia a las enfermedades (1,2). Sin embargo, por ser
consideradas poco productivas, estas poblaciones de animales Criollos
paulatinamente han sido sustituidas o absorbidas por razas lecheras mas
especializadas (3). En 2006 la FAO (4) determind que el 20% de las razas
autoctonas del mundo estdn en peligro de extincion. Como medida de
conservacion del material genético bovino autéctono en los ultimos afios, a nivel
mundial, se viene estudiando el comportamiento de la dinamica folicular en
ganado Criollo con la finalidad de crear bancos de material genético de estos

grupos genéticos en peligro de extincion (5).

Una de las biotecnologias implementadas para la multiplicacién del material
genético ha sido la transferencia de embriones a partir de la superovulacion, la
cual se ha tornado ineficiente debido al reducido nimero de embriones
transferibles y a la alta variabilidad de los resultados en cada proceso (6). Como
alternativa para superar estas limitantes la aspiracion folicular guiada por
ultrasonido (OPU), reportada por Pieterse et al., (7), ha demostrado ser exitosa
y reproducible para obtener ovocitos a partir de vacas y novillas, y que acoplada
a la produccion in vitro de embriones (PIV), constituye una herramienta mas

eficiente que la superovulacion y la transferencia de embriones convencional.

Jorge Xavier Samaniego Campoverde 1
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En la actualidad, OPU representa una alternativa viable para satisfacer las
necesidades de gametas en un sistema de produccién de embriones in vitro,
debido a que permite reutilizar a vacas donantes de ovocitos a intervalos mas
cortos de tiempo; ademas, el material recolectado es de procedencia conocida,
y si proviene de vacas de alto valor genético conduce a mejorar el desempefio

productivo del rebafio (8).

Para obtener un mayor nimero de gametas mediante OPU, es necesario realizar
pre-estimulacién hormonal antes de la sesion de OPU (9). En un principio se
utilizaron los protocolos de superovulacion establecidos para la obtencion de
embriones in vivo (10); Aunque Blondin et al. (11) y Chaubal et al. (12)
observaron que el uso de gonadotropinas les permitia obtener un mayor
rendimiento en cuanto a la calidad y cantidad de los ovocitos recuperados, en
afos recientes Ruiz et al. (13) sefalaron que estos protocolos producian un
desarrollo folicular y ovocitario asincronico que afectaba la calidad de los
ovocitos obtenidos. De alli que la utilizacion de FSH y LH en conjunto podria
promover la maduracion simultanea del foliculo y del ovocito, obteniéndose
gametas de mejor calidad (6). Por lo tanto, con el fin de optimizar el método se
ha venido trabajando en factores bioldgicos y técnicos como la estimulacién
hormonal, el momento de la aspiracion folicular luego de la aplicacion hormonal,

la raza de la donante, todo lo cual pueden afectar la calidad de los ovocitos (14).

Jorge Xavier Samaniego Campoverde 2
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general
Evaluar la calidad y cantidad de ovocitos recuperados en dos tiempos diferentes,
luego de un proceso de estimulacion ovérica a base de FSH-LH (Pluset®), en

vaconas de raza Criolla bajo un sistema de manejo pastoril.

1.1.2 Objetivos especificos
e Determinar el nimero de foliculos mayores a 5 milimetros obtenidos del

proceso de estimulacion ovarica con los dos tratamientos del estudio.

e Valorar el numero y calidad de los COC’S recuperados por OPU en dos
tiempos diferentes, mediante el estudio de las células del cumulus vy

actividad citoplasmatica.

1.2 Hipobtesis
El numero y la calidad de los COC’S obtenidos de un proceso de estimulacion
ovarica a base de FSH-LH (Pluset®), varian de acuerdo al tiempo de

recuperacion post aplicacién de la hormona.

Jorge Xavier Samaniego Campoverde 3
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL BOVINO
En la dltima década se ha logrado comprender ampliamente la fisiologia
reproductiva del ganado vacuno, en especial el tema relacionado con la funcion
ovarica y el ciclo estral, debido a que permite al bovino ir de un periodo de no
receptividad a uno de receptividad, para de esta manera permitir el apareamiento

y la perpetuacion de la especie (15).

Es importante reconocer que el ciclo estral bovino es un proceso dindmico y
complejo que depende de la interaccion ordenada de varios érganos (Eje
hipotalamo-hipofisis-gonadas) para cumplir la funcion especifica de perpetuar la

especie (16).

2.1.1 Sistema nervioso y sistema hormonal

Sistema Nervioso: Las sefiales sensoriales generadas por los érganos de los
sentidos (vista, olfato y tacto), son transmitidas al cerebro en forma de mensajes
qgue deberan ser traducidos por el cerebro y enviados en forma de impulsos
mediante la ayuda de las fibras nerviosas hasta el 6rgano diana (hipotalamo) el
cual junto con la hipofisis son la unidad activa y dominante encargadas de dirigir

la funcion sexual (17).

Sistema Hormonal: Una hormona es una sustancia producida por una glandula,
gue tiene la capacidad de producir una reaccion en un tejido sensible, estas
hormonas se encuentran reguladas por procesos de retroalimentacion (positiva
0 negativa), impulsos nerviosos o por distintos érganos (18). Por lo cual se

subdividen segun la forma en la que llegan a las células diana en:

Jorge Xavier Samaniego Campoverde 4
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e Hormonas endocrinas: Son hormonas sintetizadas y almacenadas en la
glandula que las produce; ademas de ser secretadas y transportadas en
la sangre a un dérgano distante de la fuente.

e Hormonas paracrinas: La hormona entra a la circulacion e interactia con
los receptores vecinos ubicados a corta distancia.

e Hormonas autocrinas: Son aquellas en la que el producto de la secrecion
solo opera dentro del mismo citoplasma o0 sobre su propio receptor de

membrana (19).

2.1.2 Control Hipotalamo Hipdfisis en la reproduccién

La actividad gonadal esta bajo control del hipotdlamo y de la hipdfisis anterior
(adenohipdfisis). El hipotdlamo es una estructura pequefia localizada en la parte
central de la base del cerebro; Este tiene grupos neuronales (nucleos)
encargados de secretar hormonas peptidicas, la hormona GnRH se produce en
el nucleo predptico interno y se dirige mediante un sistema porta venoso a la
hipofisis que responde sintetizando hormonas (FSH, LH y prolactina) que son

importantes para el control gonadal (20).

La glandula hipofisiaria se divide en tres partes importantes: 1). Lobulo anterior
(adenohipdfisis); 2). Lobulo intermedio (pars intermedia); y 3). Lébulo posterior
(neurohipdfisis), que ademas de tener diferente origen embriolégico, cada l6bulo
tiene la capacidad de producir diferentes grupos de hormonas, de los cuales la
adenohipofisis produce hormonas proteicas de gran importancia que son: la
hormona foliculoestimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y prolactina. La
FSH seré la responsable del proceso de esteroideogénesis ovarica, crecimiento

y maduracion folicular y la LH por su parte intervendra mayormente en los

Jorge Xavier Samaniego Campoverde 5
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estadios finales, desde la maduracion hasta la ovulacion, formacion y
mantenimiento del cuerpo lateo. Por otra parte, la prolactina intervendra sobre

la glandula mamaria y la lactacion (21).

Las hormonas (FSH y LH) son glicoproteinas conformadas por dos cadenas poli
peptidicas a y 3. La cadena a le confiere la especificidad de especie y la  difiere
y produce la especificidad biologica. El sitio de accion de estas dos hormonas es
a nivel de los receptores ubicados sobre la membrana celular y estimulacion del
adenilato ciclasa (22). Las hormonas LH y FSH seran llevadas a la circulacion
en forma de pulsos reguladas por el sistema ténico y ciclico. El ténico producira
niveles basales circulantes encargados del desarrollo de elementos germinales
y endocrinos de las gbnadas, y por otra parte el ciclico que sera el encargado de
la ovulacion en primera instancia, pero también interviene en el mecanismo del

parto, bajada de leche, transporte espermatico y en el proceso de lutedlisis (23).

Hipotalamo
Retroalirmentacidn Refroalimentacian

Positiva G“f“ Negativa
Pituitaria Anterior

++

lerecimiento Folicular : Ovulaclén

| Foliculo Pre-ovulatorio | I Cuerpo Luteo I
'

Estradiol Progesterona
A

Figura 1: Representacion de las interacciones hormonales del eje Hipotalamo-
Hipofisis- Ovario (16).

Jorge Xavier Samaniego Campoverde 6
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2.1.3 Liberacion de gonadotropinas

La hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) es aquella que determina el
patron pulsatil de liberacidon de gonadotropinas. En general, el sistema generador
de pulsos para la liberacion de gonadotropinas aumenta en fase folicular y
decrece en fase luteinica. La liberacion de estrogenos reducira la amplitud del
pulso y la progesterona disminuira la frecuencia de secrecion de gonadotropinas,
en otros términos, durante la fase folicular la frecuencia del pulso incrementa por
la ausencia de progesterona (P4), mientras que su amplitud decrece por
presencia de los estrégenos (E2). Este incremento de frecuencia y disminucién
en amplitud es la base fundamental de la fase final de crecimiento folicular. El
aumento subito en la secrecion de gonadotropinas produce cambios dentro del
foliculo que desencadenara en la ovulacién (rotura folicular). Las hormonas
ovaricas (estrogenos y progesterona) tienen la capacidad de modificar la

secrecion de gonadotropinas (20).

Ademas; los estrogenos provenientes del foliculo ovarico tienen acciones sobre
distintos érganos como: las trompas de Falopio, Utero, vagina, vulva y SNC, en
el cual provocan la conducta de celo y en el hipotdlamo donde ejercen una
retroalimentacion negativa (feed back negativo) sobre el centro ténico y positivo
sobre el centro ciclico. La progesterona es producida por el cuerpo luteo por
accion de la LH, esta hormona prepara el Gtero para la implantacién del embrién
y para mantener la gestacion. A nivel hipotaldmico ejerce un efecto feed back
negativo sobre el centro ténico. La inhibina es producida por el foliculo a nivel de

las células de la granulosa, esta hormona inhibe la secrecién de gonadotropinas
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sobre todo intervendra en el mecanismo de regulacion de la secrecion de FSH.
Ejerciendo una retroalimentacion negativa (feed back negativo) a nivel

hipofisiario, produciendo una minima secrecién de FSH (24).

2.1.4 Fisiologia del gameto femenino

En la mayoria de los mamiferos, la proliferacién de los ovogonios (ovogénesis)
se produce por division mitética en la etapa fetal (en el bovino proliferan
alrededor del dia 50 hasta el 130 de la gestacion) de los cuales algunos
aumentaran de tamafio y llegaran a diferenciarse en ovocitos primarios. A partir
de los 80-90 dias de vida fetal bovina, los ovocitos primarios replican su ADN e
inician la profase de la primera meiosis. Llegado el dia 95 de gestacion bovina,
sucede que el niumero de ovogonios y de ovocitos primarios que se encuentran
en el proceso de mitosis, se reducira en numero debido a una muerte celular
programada y quedaran solo los ovogonios y los ovocitos en profase | que se
encuentren en la superficie ovérica. La cantidad de ovocitos al momento del

nacimiento en la especie bovina se calcula que es de 175.000 (25).

Ademas, antes del nacimiento, todos los ovocitos han iniciado la profase I, la
cual no llega a ser culminada debido a que se detendran en el estadio de
diploteno, hasta la pubertad, este largo periodo de permanencia en profase | es
producida por la presencia de la sustancia inhibidora de la maduracién que sera

secretada por las células foliculares (26)

Cuando se origina el pico preovulatorio de LH, los ovocitos reinician su meiosis
I, dando lugar a dos células con diferente cantidad citoplasmatica, pero con la

misma carga de cromosomas dobles. Una de estas se volvera el ovocito
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secundario y la otra el primer cuerpo polar, el cual permitira reducir el nimero de
cromosomas sin comprometer los componentes intracelulares importantes para
el ovocito; Después de haber culminado la meiosis I, se inicia inmediatamente la
meiosis Il en el cual se detendra en la etapa de metafase II; todos los ovocitos
gue son ovulados se encuentran en metafase Il y si este es fecundado o activado
artificialmente retomara su meiosis y se transformara en ovulo, de lo contrario en

24 horas aproximadamente luego de la ovulacion se degenerara (25).

Por otra parte; Los foliculos ovaricos se desarrollan (foliculogénesis) a partir de
los foliculos primordiales en diferentes etapas morfolégicas (Figura 2) que
involucra el crecimiento del ovocito que inicia de la divisién de células foliculares
planas (células pregranulosas) hasta formar la granulosa (células cubicas), esta
granulosa serd la encargada de secretar otra sustancia de delimitacion conocida
como zona pellcida. La teca por su parte debera cubrir la membrana propia
hasta completar las capas celulares foliculares. En este momento el foliculo toma

el nombre de foliculos preantrales o primarios (20).

Follicular fluid

; \9 Ovulation

Antral

Early antral

Secondary

’l Primary
U Primordial

Figura 2: Representacion esquematica del desarrollo folicular en rumiantes (27).
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Para que un foliculo se vuelva secundario debe haber la multiplicacion de las
capas celulares cubicas de la granulosa e invasion capilar entre las células que
rodean al foliculo y la trama fibrosa a esta se la denomina teca interna, la cual
va a proveer de nutrientes al ovocito y a su granulosa, ademas, por fuera se
encuentran altas cantidades de tejido conectivo y fibroblastos denominada teca

externa (22).

En la siguiente fase de desarrollo folicular, los foliculos preantrales necesitan
desarrollar receptores para gonadotropinas, los receptores para FSH se
desarrollan en la granulosa y los receptores de LH en la teca. Un foliculo se
vuelve antral cuando la granulosa se divide a consecuencia de un liquido (licor
folicular) proveniente de las células de la granulosa, en la fase posterior el oocito
permanece cubierto por el cumulus oophorus (granulosa), gue se mantiene unido
a la pared folicular, esta proximidad permite la sintesis conjunta de estrégenos

(20).

La capa tecal serd la encargada de producir andrégenos (androstenodiona y
testosterona) en este momento bajo la influencia de LH, que se difundira desde
la membrana propia hasta la granulosa para transformar los androgenos en
estrogenos (17-estradiol), mediante el mecanismo de dos células que tiene como
teoria que la granulosa es incapaz de producir andrégenos que son los
precursores de los estrégenos, y la teca tiene una capacidad limitada para la

produccion de estrégenos.
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Colesterol

Célula de la teca interna ]

Testosterona

Testosterona

icul P Enzima
Foliculo ovarico Aromatasa

Ceélula de la granulosa ]

Estradiol

Figura 3: Sintesis de estradiol (teoria de las dos células) (28).

En este momento los estrégenos participan como formadores de receptores
adicionales de FSH, por lo cual el foliculo antral se hace progresivamente mas
sensible a FSH segun se va desarrollando, hasta llegar a un estadio tardio en la
que los receptores de LH se desarrollan en la granulosa lo que permitira el pico

preovulatorio que provocara la ovulacion (17).

2.1.5 Mecanismo de la ovulacién

En el ganado bovino, los ciclos foliculares son disparejos debido a que foliculo
dominante desaparece en la mitad de la fase luteinica e inmediatamente el
segundo foliculo comienza a crecer y si este se encuentra en desarrollo cuando
se inicie la regresion del cuerpo lateo sera el foliculo preovulatorio. Un foliculo
antral requiere aproximadamente 10 dias para su desarrollo, el cual se encuentra

dividida en dos fases: una fase lenta que dura de 4 a 5 dias, seguida de una
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segunda fase acelerada dependiente a pulsos rapidos de gonadotropinas debido
a un feed back positivo a nivel hipotalamico de igual duracién que terminara con

la ovulacion.

Para que un foliculo se mantenga dominante necesita la secrecién de inhibina
por parte de las células de la granulosa, la cual privara la produccion de FSH; el
mecanismo de compensacion por parte del foliculo dominante es debido a su
namero alto de receptores de FSH a comparacion de los foliculos competidores.
Una vez que alcanza la fase de crecimiento rapido el foliculo tiene pocos dias
para recibir suficiente estimulacion gonadotropica o de lo contrario sufrira atresia

folicular y en su lugar aparecera una cicatriz ovarica (21).

24 horas antes de la ovulacién se produce el pico preovulatorio de LH, que
cumple funciones como: bloqueo del factor inhibidor del oocito, bloqueo del factor
inhibidor de la luteinizacion, inicio del proceso de luteinizacion a nivel de la
granulosa, disminucion en la secrecidn de estrégenos y aumento en la secrecion
de progesterona, produccién de sustancias de origen granuloso, como relaxina
y prostaglandina (PGFa2), las cuales junto con otras sustancias alteraran la
continuidad de las capas tecales del foliculo y llevaran a su desintegracion

(ovulacion) (20).

2.1.6 Funciones, formacion y regresién del cuerpo luteo
Durante muchos afos se ha estudiado las principales funciones producidas por
el cuerpo Iuteo (CL) las cuales son: secrecion de hormona esteroidea

(progesterona), reduccién de los pulsos de liberacién de GnRH, preparaciéon a
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nivel endometrial para la nidacibn e implantacion e inhibicion de las

contracciones de la pared uterina durante la gestacion (18).

El CL se forma a partir de la rotura de la pared del foliculo (ovulacién), esta rotura
conduce ala degradacién de la membrana propia y de las estructuras que rodean
la granulosa, ademas, se libera sangre proveniente de los vasos de la teca hacia
el interior de la cavidad, en este momento las células de la granulosa sufren un
cambio de secrecion de estrégenos a progesterona denominado luteinizacion
que inicia con el pico de LH y se precipita con la ovulacion. Ademas, la LH es la
hormona que mantiene al CL tanto en animales gestantes y no gestantes debido

a su patrén lento de liberacion (un pulso cada 3 horas) (20).

En animales no gestantes la regresién del CL inicia alrededor del dia 14 pos
ovulacion, debido a la sintesis y posterior liberacién atravez de la vena utero-
ovarica de prostaglandina (PGF2a) de origen uterino (célula endometrial), la cual
provoca cambios como: disminucién en la fluidez de las membranas, disminucion
de antioxidantes en el CL, incremento en la produccién de radicales superoxidos,
aumento en la actividad de fosfolipasa y enzimas proteoliticas que llevaran a la
regresion funcional caracterizada por la disminucibn en la sintesis de
progesterona, esta regresion es importante para que el animal retorne

nuevamente a un estado de fertilidad (22).
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Cuerpo luteo

PGF2a. por arteria
hacia el cuerpo luteo

Figura 4: Transporte de la PGF2a atravez de la vena uterina-arteria ovarica (22).

2.1.7 Fases del ciclo estral

Al ciclo estral se lo describe como el tiempo entre dos celos, en la especie bovina
este ciclo tiene una duracion de 21 dias (rango 17-25) que se presenta durante
todo el afio, por lo cual a la especie bovina se las clasifica como poliestrica
continuas, en el cual el animal sufre una serie de cambios fisiologicos,
endocrinos, morfoldgicos y psiquicos. Ademas, estos cambios ocurren en ciertos
dias especificos del ciclo por lo que se ha dividido en periodos, designados

como: proestro, estro, metaestro y diestro que se describen a continuacién (29).

Proestro: Dura de 3 a 4 dias, comienza con la regresion del cuerpo lateo del
ciclo anterior y finaliza con la manifestacion de celo, en el que se da la secrecion
de limo, con la caida del nivel de progesterona (disminucién rapida en el peso
del CL), esta disminucion inhibe el efecto de retroalimentacion negativa a nivel
hipotalamico por el cual el efecto pulsatil de la FSH y LH aparece para estimular

el crecimiento folicular.

Estro o celo: Tiene una duracion de 2 a 24 horas en el cual abunda el limo claro

en forma de red, cuyo olor atrae y excita al toro; ademas, la hembra permite la
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monta del macho y se presentan los signos propios del celo (inquietud, ansiedad,
brama con frecuencia y pérdida del apetito), internamente existe edematizacion
de la vulva, incremento del tono miometral y ablandamiento del canal cervical;
este ablandamiento estéa regulada por accion de la oxitocina y de la progesterona
(22). Durante el estro las altas concentraciones de estrogenos inducen el pico

preovulatorio de LH (16).

Metaestro: Después de 24 a 30 horas de iniciado el estro se produce la
ovulacion y la subsiguiente formacion del cuerpo lateo, en la que la hembra

rechazara al macho si no es servida a tiempo.

Diestro: Tiene una duracion de 15 a 18 dias en la que predomina el cuerpo Iuteo
por accién de la LH en su mantenimiento y desarrollo, ademas, el Utero se
preparard para recibir al embrién y en caso de no presentarse la prefiez se

reinicia el ciclo (30).

En resumen, durante el ciclo estral bovino, los ovarios sintetizan y secretan
estrogenos (E2) y progesterona (Pa4), entre otros productos; estos regulan la
funcién del sistema reproductivo por lo cual se puede dividir al ciclo estral en dos
fases: la fase folicular y la fase luteal. La fase folicular o estrogénica se
caracteriza por que existe el desarrollo de un foliculo pre ovulatorio y la secrecién
de estrégenos por parte del foliculo. El estrégeno secretado ejercera un feed
back positivo sobre la adenohipdfisis estimulando la secrecién de FSH y de LH,
todo esto para completar el desarrollo del foliculo preovulatorio y maduracion
final con la consiguiente ovulacion del mismo; Por otra parte, la fase luteal se

caracteriza por la secrecion de progesterona, la cual es producida por el CL que
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fue formado tras la ovulacién del foliculo pre ovulatorio, esta fase luteal llegara a
su término entre los dias 15 a 17 del ciclo, si la vaca no quedo prefiada se iniciara
la regresion del cuerpo luteo por accidn de las prostaglandinas, lo cual contribuira

a el inicio de un nuevo foliculo preovulatorio (31).

@
. Progesterona . ‘
y <&
@ Y O

Pico 1% onda 23 onda

de LH ® desarrollo folicular desarrollo folicular
D <
.‘. :.. Prostaglandina
] L )
Estradiol
Pico postovulatatio A

de FSH
Estro Meltaestro Diestro Proestro

Figura 5: Fases del ciclo estral bovino (32).

2.1.8 Dinamica folicular

La dinamica folicular es el proceso de crecimiento y regresion de los foliculos
antrales que conducen al desarrollo de un foliculo preovulatorio (31). El ciclo
estral del ganado bovino estd compuesto por dos, tres y hasta cuatro ondas
foliculares, la primera onda se presenta el dia de la ovulacion (dia 0), que
consiste en una cohorte de foliculos antrales entre 3 y 6 mm de didmetro, de los
cuales solo uno serd el dominante mientras que el resto se volveran

subordinados y sufriran atresia, la segunda onda se presenta al dia 10 en vacas
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de dos ondas y entre los 8 a 9 en vacas de tres ondas y en aquellas vacas de

tres ondas esta se presentara al dia 15 0 16 (33).

Goodman y Hodgen (1983), propusieron que para describir el desarrollo de los
foliculos antrales se deben presentar dentro una onda folicular las fases de
reclutamiento, seleccion, dominancia. Sin embargo, a la fecha se conoce que
una onda de crecimiento folicular estda compuesta de cuatro etapas:

reclutamiento, seleccién, desviacion y dominancia (31).

1. Reclutamiento: Engloba el desarrollo de una cohorte o grupo de foliculos
gue comienzan a madurar bajo un aporte dependiente de gonadotropinas,
se admite que un foliculo antral se encuentra en reclutamiento cuando
tiene un didmetro de 2 a 4 mm y después de varios dias (2 a 4 dias) llegara
a6a9mm.

2. Seleccion: En este punto un foliculo es elegido para llegar a ser
dominante y este inhibira el crecimiento del resto de los foliculos (atresia),
situacion que se atribuye a la disminucién de la FSH por parte del foliculo
dominante (22).

3. Desviacion: Esta ocurre cuando se inicia la diferencia en el crecimiento
de los dos foliculos mas grandes de una cohorte. Es a partir de este
momento que el FD y el primer foliculo subordinado divergen
gradualmente en diametro.

4. Dominancia: El foliculo dominante alcanza un didmetro de 10mm (31) y
genera un efecto de inhibicion para que no se forme una nueva cohorte

de foliculos, con la ovulacion o atresia de este foliculo se genera un
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segundo pico de FSH que ocurrira luego de la ovulacién permitiendo asi
el inicio de una nueva onda folicular (16).

5. Atresia: Se presentara solo en aquellos foliculos no ovulatorios (22).

Metaestro

Figura 6: Esquema representativo de la dindmica folicular durante el ciclo estral bovino
(34).

2.2 ASPIRACION FOLICULAR TRANSVAGINAL (OPU)

En la actualidad la recuperacion de ovocitos provenientes de una hembra viva
atravez de la técnica de aspiracion folicular transvaginal guiada por
ultrasonografia y su posterior maduracion, fecundacion y cultivo permiten
producir embriones que pueden ser crio preservados o bien transferidos a una

hembra receptora (35).
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La técnica de OPU (Ovum pick-up), fue utilizada en primera instancia para la
reproduccion asistida en humanos y aplicada en el ganado bovino por primera
vez en el afio de 1988 como una solucién alternativa a las técnicas de aspiracion

folicular mediante laparotomia y laparoscopia (36).

En vacas donantes de ovocitos para cultivo y produccion in vitro de embriones
resulta muy trabajosa la manipulacion transrectal del ovario por la visualizacién
indirecta ya sea por ecografia o laparoscopia, siendo mucho mas facil en ovarios
de matadero, debido a que el operador puede examinarlos y puncionarlos

directamente (22).

Esta técnica permite recolectar ovocitos inmaduros provenientes de una vaca
viva mediante aspiracién guiada mediante ultrasonografia. Ademas, permite
utilizar vacas adultas que presenten diversos estados fisioldgicos como: ciclicas,
aciclicas, primer tercio de gestacién, vacas que no respondan a la estimulacién
hormonal y en animales viejos con problemas reproductivos de origen no

genético.

Para realizar la técnica de OPU se necesita: un equipo de ultrasonografia, un
transductor sectorial de 5-7.5MHz, una bomba de aspiracion y un sistema guia
de aguja compuesto por un mango de OPU de 60 cm, una aguja de puncién
desechable que se encuentra conectada a un tubo estéril de 50 ml. Todo esto se
encuentra conectado a una bomba de vacio de fuerza constante accionada por

pedal (36).
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2.2.1 Procedimiento para OPU
El procedimiento para OPU se puede separar en dos partes importantes que

pueden ser resumidas de la siguiente forma:

2.2.1.1 A nivel de Campo.

1. Una vez seleccionadas las vacas donantes de ovocitos se las introducira
en un potro de contencion, seguida de la aplicacion de xilacina al 2%
(0,02mg/kg) o detomidina.

2. Continuo a esto, se realiza el vaciamiento del contenido rectal y lavado de
la region perineal.

3. Minutos mas tarde se procede a la administracién de lidocaina al 2%
(0,4mg/kg) via epidural, esto para reducir los esfuerzos de expulsion y asi
facilitar la manipulacion, seguido a esto se realiza la limpieza y
desinfeccion exhaustiva de la region perineal (36).

4. Se introduce el transductor por via vaginal hasta posicionarse a cualquier
lado del cérvix (segun ovario a puncionar).

5. Ademas, se introduce la mano izquierda por via rectal para fijar el ovario
a la cabeza del transductor hasta ser visualizado en pantalla.

6. Seguido a este movimiento se ingresa la guia de puncién siguiendo su
trayectoria en pantalla. (8).

7. Una vez ubicado el foliculo se empuja suavemente la aguja hasta que
penetre la pared vaginal y luego la folicular; una vez conseguido esto se
presiona el pedal de la bomba de succién para que este aspire su
contenido y lo deposite en un recipiente junto a un medio de aspiracion

atemperado (PBS+ heparina 2’2 Ul/ml y suero fetal bovino 1%) (22).
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2.2.1.2 A nivel de Laboratorio

El material obtenido ser& llevado al laboratorio en un tubo falcon de 50 ml e
inmediatamente sera filtrado, los residuos de sangre seran eliminados por
lavados continuos en medio de recoleccion (PBS) atemperado y se pasara a una
placa Petri para su localizacion y evaluacibn morfoldgica mediante

estereomicroscopia (36).

Para la clasificacion morfologica de los COC’s se toma en cuenta el aspecto del
citoplasma y el nimero de capas que constituyen el cumulus. Un citoplasma
homogéneo y oscuro es un indicativo de un desarrollo éptimo y un cumulus
formado por varias capas de células compactas nos representa un mayor
porcentaje de vialidad en cuanto a maduracion, fecundacion y desarrollo hasta

blastocistos, siendo de otra manera en aquellos que carecen de cumulus.

Morfol6gicamente se clasifican en:

Tipo A o Categoria I: Ovocito con més de cuatro capas, cumulus compacto,

citoplasma homogéneo e uniformemente granulado.

Fotografia 1: Ovocito categoria | (36).
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Tipo B o Categoria Il: Ovocitos con menos de tres en su cumulo, citoplasma

homogéneo.

Fotografia 2: Ovocito categoria Il (37).

Tipo C o Categoria lll: Ovocitos con mono capa de células del cumulus y

citoplasma de apariencia irregular con areas oscuras.

Fotografia 3: Ovocito categoria Ill (38).

Tipo D o Categoria IV: Ovocito desnudo.

Fotografia 4: Ovocito categoria IV (37).
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Fotografia 5: Ovocito categoria V (38).

Los ovocitos tipo A y B que llegan a ser fertilizados mediante FIV y consiguen
dividirse (80% los Ay 77 % los B), llegando a blastocistos (40% de los Ay 20%
de los B). En cuanto a los tipos C y D consiguen dividirse (40% los C y 34% los

D), no pudiendo alcanzar su desarrollo hasta blastocisto (37).

2.2.2 Ventajas de OPU

OPU permite optimizar la utilizacion del semen, ya que en un dia podemos
fecundar ovocitos recogidos de donantes diferentes con una sola dosis de
semen. Con la ventaja de que los ovocitos de una sola donante pueden ser
fecundados por diferentes toros en una sola sesion de aspiracion,
permitiéndonos asi una variabilidad en cuanto a genética. Ademas, permite
incrementar tasas de fecundacion mediante el uso de semen sexado debido a
que se reduce el nimero de espermatozoides que sera necesario para fecundar
los ovocitos. Asimismo, permite trabajar hembras con problemas reproductivos
como infertilidad, repetidoras, afecciones del tracto reproductivo o con respuesta

negativa a tratamientos hormonales (8).

Ademas, se puede utilizar donantes a intervalos mas cortos comparando con la

técnica de superovulacion y ovarios de matadero. Se pueden realizar hasta 2
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punciones por semana lo que nos permitird obtener en promedio de 4,1
ovocitos/vaca/sesion, pudiendo alcanzar un promedio de 104
ovocitos/vaca/sesion en caso de previa utilizacion de FSH y bST, lo que nos
permitira obtener entre 50 (sin estimulacion hormonal) y 100 (con estimulacién
hormonal) crias al afio por vaca donante. Lo que representa 3 a 4 veces mas los

valores logrados mediante transferencia de embriones.

Es de alta importancia recalcar que la técnica de OPU no solamente esta
restringida a bovinos ya que ha sido aplicada en otras especies como lo son:
equinos, rumiantes silvestres y bufalos, permitiendo recuperar especies en

peligro de extincién (8).

La recoleccion de ovocitos provenientes de un animal vivo y que son sometidos
a un procedimiento de produccién in vitro permiten aumentar de forma
significativa la cantidad de embriones viables y de terneros vaca-afio. Asimismo,
permite disminuir los intervalos generacionales lo cual ayuda a incrementar la
eficiencia productiva del hato. La aspiracion folicular (OPU) puede ser repetida
en el mismo animal dos veces por semana durante 5 a 6 meses, sin afectar
negativamente sobre el bienestar animal y la reproduccion. Ademas, OPU puede
ser aplicada durante el primer tercio de gestacién en novillas o vacas y a

novillonas pre puberes con lo que se consigue acortar el intervalo generacional.

Por otra parte; el cultivo y la produccion in vitro de embriones permite obtener
embriones de hembras con infértles o con nula o mala respuesta a los
tratamientos superovulatorios. Investigaciones han demostrado que en la ultima

etapa del periodo de aspiraciones los animales pueden retornar a sus ciclos
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estrales normales y ser nuevamente incorporados a sus programas de cria. La
posibilidad de los embriones para culminar su desarrollo a partir de los ovocitos
obtenidos por aspiracion es similar a la alcanzada por embriones producidos por
otros procedimientos in vitro, pero mas bajas tazas de embriones obtenidos por

lavado en el cual sus porcentajes de prefiez varian entre un 25-45 % (38).

El éxito de la puncion folicular transvaginal se puede dividir en 2 categorias:

Aspectos técnicos: aspiracion, tipo y didmetro de aguja, presion de aspirado y

bisel de la aguja.

Aspectos bioldgicos: experiencia del operador, tiempo y frecuencia de OPU,
pre estimulacién hormonal, edad, animal donante y estado fisiolégico de la

donante (22).

e Animal donante: Cada animal donante presenta variaciones en
cuanto a su eficiencia y niumero de ovocitos obtenidos presentando
hasta un 20% de variacion en los tratamientos de OPU.

e Experiencia del operador: La experiencia del operador tiene un
efecto significativo en el nimero y la calidad de ovocitos recolectados.

e Pre estimulacion: La mejora mas relevante con respecto a la calidad
de los ovocitos y, por consiguiente, produccién de embriones fue la
pre-estimulacion hormonal mediante el uso de gonadotropinas.

e Frecuencia de OPU: Investigaciones han llegado a la conclusién que
el periodo de tiempo entre dos sesiones de OPU afectan de forma
negativa en la produccién de ovocitos sobre todo en la cantidad y

calidad de los mismos (36).
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2.3 BRILLANTE DE CRESILO

Durante varios afios se ha visto la necesidad de buscar métodos no
perturbadores e invasivos para la selecciébn de ovocitos mas homogéneos y
competentes, lo cual puede ser realizado por métodos directos e indirectos, uno
de los métodos indirectos es mediante la tincion vital azul brillante de cresilo
(BCB), este es un colorante vital que permite determinar la actividad intracelular
de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), esta es una enzima
sintetizada durante la fase de crecimiento ovocitario, pero con actividad nula o
disminuida en ovocitos que han terminado su crecimiento. La condicién de ser
retenedor o no depende de la actividad de la enzima Glucosa—6—fosfato
deshidrogenasa, esta enzima reduce el cresilo volviéndolo un compuesto
incoloro. En particular, esta enzima cataliza la primera reaccion de la via de las
pentosas fosfato y es la reaccion limitante de esta, es decir la funcionalidad de
la via depende de la actividad de esta enzima. En ovocitos la via de las pentosas
fosfato esta activa cuando hay procesos de biosintesis y crecimiento celular,
deprimiéndose su actividad cuando el ovocito termina su fase del crecimiento
(39). Asi los ovocitos que mantienen su citoplasma azul tras ser cultivados con
BCB son aquellos que terminaron su fase de crecimiento y estan aptos para
seguir la maduracion; Ademas, aquellos ovocitos seleccionados como positivos
a la prueba tienen mayores diametros y mejor calidad morfolégica que su
contraparte negativa a la prueba. También, se ha determinado que los ovocitos
con mayor afinidad por el BCB, previo a la maduracion, presentan una mayor
capacidad de progresion meiotica, una mayor expresion del factor promotor de

la maduracién y mayor actividad mitocondrial (40).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

3.1.1 Materiales biolégicos
e Hormonas

o FSH-LH (Pluset®)
o GnRH

e Vaquillas

3.1.2 Materiales de campo
e Jeringas de 3-5-10y 20 ml.
e Guantes Nitrilo
e Guantes de chequeo ginecolégico
e Sogas
e Recipientes
e Toallas desechables
e Sustancias Jabonosas
e Agujas Desechables 18 G
e Tubos Falcén
e Equipo de ultrasonido Aloka SSD ProSound2®
e Transductor sectorial
e Porta sonda de ultrasonido
e Bomba de Aspiracion
e Sistema de Guia de Aguja con aguja larga desechable 20 G

e Set de mangueras
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3.1.3 Materiales de laboratorio
e Micropipetas de desplazamiento positivo
e Capilares de vidrio para micropipetas
e Pipetas automaticas
e Puntas de pipetas autométicas
e Placas petri cuadriculadas
e Pacas bi petri
e Placa con pocillos mdltiples para cultivo celular
e Cémara de CO2
e Estéreo microscopio
e Filtro EMCON
e Jeringas sin embolo de goma
e Bafio Maria

e Platina de calefaccion

3.1.4 Materiales quimicos
o Gel
e Alcohol 70%
e Medio de recoleccién (PBS)
e Lidocaina
e Xilacina
e Azul brillante de Cresilo
e HSOF

e Heparina
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3.2 METODOS

3.2.1 Areade estudio

MAPA
1. Molleturo 12, Ricaurte
2. Chaucha 13. Cuenca
3. Sayausi 14, Paccha
4, Chiquintad 15, Nulti
5. Checa 16, Turi
6.5an Joaquin 17.El Valle
7. Barios 18, Santa Ana
8. Sinincay 13, Tarqui
9. Dctavio C.Palacios 20, Victoria del Portete
10. Sidcay 21, Cumbe
11, Llacap 22, Quingeo

Figura 7: Divisién Politica Territorial del Canton Cuenca, parroquia, Victoria Del

Portete. FUENTE: Alcaldia De Cuenca (2014).

Ubicacion Politica-Geografica y Aspectos Ecoldgicos

La Granja Experimental de Irquis tiene una extensiéon de 507,8 hay 2.897 m2 en
construcciones. Se encuentra en el Canton Cuenca, Parroquia Victoria del
Portete a una altitud de 2.671 m.s.n.m.; La precipitacién promedio anual es de

1.078,05 milimetros (mm) y temperaturas que oscilan entre 7y 12 ° C.

3.2.2 Metodologia para la Investigacion Experimental (campo)

Unidad experimental

Se utilizaron dos vaquillas Criollas como donadoras de ovocitos, las cuales

tenian una edad entre 2 a 3 afios, una condicién corporal de 2 a 3 escala del 1
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al 5 (41), que estaban en buen estado de salud y no tenian alteraciones

reproductivas aparentes.

Sesiones de OPU

Se realizaron 22 sesiones de OPU, cinco en el tratamiento OPU 40h y OPU 48h;
y seis en testigo 40h y testigo 48h. Las maniobras fueron realizadas a las 09:00

a.m. una vez por semana de acuerdo al cronograma establecido (anexo 4).

Valoracion pre-ensayo de las vaconas previo a la investigacion.

Una semana antes de la investigacién se realiz6 un monitoreo ecografico de las
vaquillas con el fin de comprobar la ciclicidad mediante la presencia de cuerpo

[Uteo.

Tratamientos realizados

Tratamiento 1: Se siguio el protocolo de estimulacion hormonal descrito por Ruiz
et al., (13), quienes propusieron la eliminacion del foliculo dominante mediante
la administracién de GnRH (Conceptal®) a dosis de 0,2 mg por via IM, al dia 0,
seguido 48 horas mas tarde por la aplicacién de 500 U.| de FSH-LH (Pluset®)
(anexo 2) IM (Dia 2). Las sesiones de OPU se llevaron a cabo a las 40 horas

post aplicacion de la hormona Pluset®.

Tratamiento 2: Este protocolo de estimulacién hormonal fue semejante a T1,
con la diferencia, que las sesiones de OPU se produjeron 48 horas después de

la aplicacion de FSH-LH (Pluset®).
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Tratamiento 3: (testigo 40h); Las vaquillas de este tratamiento recibieron el
mismo protocolo del tratamiento 1 pero sin la aplicacion de hormona para la

estimulacién ovarica.

Tratamiento 4: (testigo 48h); Protocolo similar a T2, pero sin la aplicacion de la

hormona estimulatoria.

Para facilitar el procedimiento de OPU, las vaquillas fueron inmovilizadas en un
brete y tranquilizadas con Xilacina 2% (Dormi-Xyl®2) a una dosis de 0,02 mg/kg
IM, que fue seguido del vaciamiento del contenido rectal (anexo 7) y posterior
aplicacion de lidocaina 2% (Roxicaina® 2%) por via epidural a una dosis de 0,3
mg/Kg. Para la valoracion de los foliculos ovaricos se utilizé un ecégrafo Aloka
ProSound2®, equipado con un transductor sectorial de 5 MHz. Este Ultimo fue
ensamblado en un soporte para sonda que contenia la guia, ademas, la guia de
puncion conformada por una aguja desechable (1,2x75mm) conectada a una

bomba de vacio con una presion de aspiraciéon de 70 mmHg.

Una vez que el equipo de OPU fue preparado (anexo 1) y configurado, se
ingreso via vaginal y se contaron los foliculos >5 y <8mm y luego se aspiraron.
El numero y tamafio de los foliculos fueron registrados en el libro de campo
(anexo 5y 6). El medio de recoleccion de ovocitos fue PBS (Phosphate Buffered
Saline, Sigma, P-4417) suplementado con heparina (2,2 U. I/ml) atemperado a

37°C

3.2.3 Metodologia para la Investigacién Experimental (laboratorio)
El material obtenido fue inmediatamente llevado al laboratorio en un tubo falcén

de 50 ml donde se procedié a filtrar el contenido del tubo con un filtro EMCON.
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El material filtrado luego se transfirid a una placa Petri cuadriculada de 95mm y
mediante un estereoscopio (anexo 8) se identificaron y clasificaron
morfologicamente los ovocitos recuperados segun el criterio de evaluacion

indicado por Le Guienne (42) que se describen a continuacion:

Calidad (A): COC con un citoplasma homogéneo y un cumulus oophorus

completo.

e Calidad (B): COC con un cumulus oophorus incompleto pero compacto

con mas de cinco capas y un citoplasma homogéneo.

e Calidad (C): COC con citoplasma heterogéneo y mas de tres capas de

células cumulus 0 mas de cinco capas en algunas partes.

e Calidad (D): COC con cumulus oophorus parcial o totalmente ausente y

citoplasma fuertemente heterogéneo.

Una vez que fueron clasificados y contabilizados se procedi6 a la evaluacién de
su viabilidad y actividad enzimética mediante la tincion vital Azul brillante de

Cresilo.

Para esto; una hora antes de evaluar la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa se procedio a calibrar la camara de CO2 a una temperatura de

38.5 °C, humedad del 90% y CO:2 a 5%.

Para evaluar la actividad de la enzima se utilizé la tincion Azul brillante de
Cresilo; Los ovocitos (A, B, C y D) fueron tefiidos en gotas de 25 yum separados

por clase y por vaquilla, posterior a esto se ingres6 a la camara de CO2 por un
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tiempo de 90 minutos, después se realiz6 tres lavados de las gametas mediante
la técnica de lavado en gotas y su evaluacidon mediante estereomicroscopia
siguiendo el fundamento de ovocitos que han tefiido sus citoplasmas como
positivos (terminaron su crecimiento) y los que no han tefiido su citoplasma como

negativos (contindan su crecimiento).

3.2.4 Analisis Estadistico
La investigacion fue de tipo experimental, tuvo cuatro tratamientos y cinco

repeticiones.

Se analizaron 330 datos en total y 15 variables; Para el andlisis de los datos, se
utilizé un modelo lineal general a través del PROC GLM en el SAS vw 9.3
(Statistical Analysis System, 2013). Las diferencias entre medias se compararon
mediante la prueba de Tukey-Kramer. El disefio utilizado correspondié a un

disefio de medias repetidas segun se describe a continuacion:

Modelo utilizado: Yi=pu + Ti+ ej

Dénde:

Yij = Observaciones

p = efecto de una media general

Ti= efecto fijo del i ésimo tratamiento (i=1, 2, 3y 4)

eij = error aleatorio, debido a cada observacion NID~ (0, s2e).
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El andlisis de resultados se valoro entre los cuatro tratamientos en una primera
instancia y luego agrupados en aptos (calidad A+B) y no aptos (calidad C+D)

para PIV de acuerdo a su calidad.

3.2.5 Variables de estudio
e Variable Independiente: Tratamiento, el animal y el dia de coleccién de
OVvOocCitos.
e Variables Dependientes: El niumero de foliculos en los ovarios, el
namero de ovocitos recuperados, el numero de ovocitos de clase A, B, C
y D, y el nimero de ovocitos de clase A, B, C y D que reaccionaron

positivamente al Azul Brillante de Cresilo (anexo 3).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Numero de foliculos visualizados y COC’s recuperados

Se aspiraron un total de 51 foliculos en el tratamiento OPU 40h, con un
porcentaje de recuperacion del 80,4%; en OPU 48h se aspir6 61 foliculos, con
una recuperacion del 80,3%; en el testigo 40h se aspiraron 36 foliculos y se
recupero un 58,3% Yy en el testigo 48h un total de 36 foliculos fueron aspirados

con una recuperacion del 66,7%, figura 8.

80 80
80,3% a

70 80,4% a T 70
w 60 60
S T S
o ©
= 50 Lode [ 40 58,3% b 66,7% b 0 §
£ PR o .o 5
%) oo’ . o
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El 40 41 T 40 5
2 30 24 - 30 S
9] . _ 9]
2 ° 21 -
“ 2 o Z

51 61 Ll 36 36
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0 0
OPU 40h OPU 48h Testigo 40h Testigo 48h

[ Foliculos eeeeee COCs

Valores con letras diferentes indican grupos diferentes entre tratamientos; prueba de Tukey-Kramer.

(P<0,05)

Figura 8: Foliculos visualizados, COC’s recuperados con su respectivo porcentaje en

cada tratamiento
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Al evaluar las sesiones de OPU, se observé que las vaquillas estimuladas con
Pluset® (FSH-LH) tratamientos OPU 40h (80,4%) y OPU 48h (80,3%), no
presentaron diferencias significativas (P>0,05) entre si, respecto a COC’s
recuperados. Iguales comportamientos presentaron los tratamientos no
estimulados testigo 40h (58,3%) y testigo 48h (66,7%). Sin embargo, al comparar
el numero de foliculos visualizados y COC’s recuperados de los tratamientos con
estimulacién ovéarica (OPU 40h y OPU 48h) frente a los que no recibieron
estimulacidon (testigo 40h y testigo 48h), se determind diferencia estadistica

(P<0.05), tabla 1.

Sakhong et al., (43) indicaron que existe diferencia en el comportamiento de la
dindmica folicular y la respuesta a la estimulacién ovarica entre razas. Por lo
tanto, los datos obtenidos en razas Bos taurus no pueden ser extrapolados a
animales Bos indicus (5). Sin embargo, al ser uno de los primeros estudios que
se realiza en vaquillas de genotipo Criollo ecuatoriano, animal de tendencia
lechera, se intentara analizar con trabajos realizados en bovinos Criollos de otras

regiones y Bos taurus principalmente.

Los porcentajes de recuperaciéon de COC’s en la presente investigacion son
similares a los obtenidos por autores como Chasombat et al., (5) y de Roover et
al., (44) 80,83% y 79% respectivamente en sus trabajos realizados en vaquillas
Criollas tailandesas y animales de carne Belgian Blue, quienes utilizaron FSH en
dosis de 100mg en el primer estudio y 160ug de FSH y 40ug de LH por sesién
en el segundo trabajo. Otros investigadores como Chaubal et al., (12)
encontraron porcentajes de recuperacion de COC’s por debajo de los valores

obtenidos (66,3%) en este estudio, al aplicar una dosis de 200mg de FSH.
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Similares resultados obtuvieron Garcia et al., (45) (63,3%) y Ruiz et al., (13)

(56,7%), al aplicar una dosis de 500 Ul de FSH-LH en los dos casos.

El alto porcentaje de recuperacién COC’s en la presente investigacion denota la
eficiencia de la técnica alcanzada en la OPU; sin embargo, Pieterse et al., (7);
Roover et al.,, (10) y Torres et al., (46) indican que las diferencias en los
promedios podrian ser explicados por el protocolo de estimulacion utilizado, la
raza, sin excluir la experiencia del operador y el sistema de manejo de los
animales utilizados.

Tabla 1: Media y error estandar del namero de los foliculos visualizados y COC'’s

recuperados por OPU en cada uno de los tratamientos.

Tratamientos  Foliculos visualizados ~ COC’s recuperados

OPU 40h 10.2+ 0.942 8.2+ 0.712
OPU 48h 12.2+ 0.94° 9.8+ 0.712
Testigo 40h 5.6+ 0.94° 3.6+ 0.71°
Testigo 48h 5.4+ 0.94° 3.0+ 0.71°

Leyenda: letras diferentes en la misma columna tienen diferencia (P<0,05), (Tukey-Kramer,1956).

Los resultados obtenidos demuestran que la estimulacion ovarica con FSH-LH
permite recuperar tres veces mas COC’s con respecto a los tratamientos que no
recibieron FHS-LH (tabla 1). El resultado obtenido concuerda con Roover et al.,
(10), quienes sefalan que un animal estimulado hormonalmente antes de OPU
aumenta significativamente la produccion de foliculos perforados y COC’s
recuperados con respecto a aquellos animales que no recibieron estimulacion.
Otros autores como Blondin et al., (11); Chaubal et al., (12); Roover et al., (44);
Garcia et al., (45); Chasombat et al., (5) y Ruiz et al., (13) atribuyen el incremento

del niumero de foliculos antrales y preovulatorios en animales estimulados a la
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accion de la FSH que, ademas de intervenir en el proceso de esteroideogénesis
ovarica, crecimiento y maduracion folicular, ayuda a los foliculos subordinados a

escapar de la atresia durante la etapa de desviacion folicular.

Por otra parte, Roover et al., (44) obtuvieron valores similares al del presente
estudio en la relacion entre foliculos visualizados y COC’s recuperados en vacas
sin estimulacion ovarica (7,1+£3,9 y 4,1+3,1 respectivamente). Sin embargo, en
los tratamientos con estimulacién ovérica los foliculos visualizados (14,9+9,9) y
COC’s recuperados (11,8+8,2) fueron mayores a los de la presente
investigacioén. Uno de los aspectos que pudiera explicar en esta diferencia es la
utilizacion de implantes de progesterona (3 mg de norgestomet) previo al
protocolo de estimulacion, lo cual no fue incluido en el protocolo de estimulacion
ovarica utilizado en el presente estudio. Asimismo, Chaubal et al., (12)
observaron tendencias similares de los foliculos visualizados (7,8+2,4) y COC’s
recuperados (4,6+1,9) en los tratamientos sin estimulacién ovérica, pero luego
de la estimulacion estos autores detectaron mas foliculos en los ovarios
(16,0+5,0) y recuperaron mas COC’s (10,6%+4,5)que en este estudio. Esta
discrepancia pudo deberse a dos factores; (1) la técnica de sincronizacion de la
onda realizada previo a la estimulacion ovarica, con la cual eliminaron el foliculo
dominante antes del OPU y (2) la utilizacion de vias de diferentes de

administracion (IM y SC) de la hormona (FSH).

Lo anteriormente indicado es corroborado por Garcia & Salaheddine (47),
guienes demostraron que la ablacion del foliculo dominante suprime el efecto de
retroalimentacion negativa del 17B-estradiol e inhibina producidos por los

foliculos en crecimiento sobre la FSH enddgena, y sincroniza la emergencia de
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una nueva onda folicular, aproximadamente 2 dias mas tarde, cuyos foliculos
crecen en respuesta a un nuevo incremento de FSH. Ademas, segun Chaubal et
al., (12) la utilizacion de dos vias de administracion de la hormona antes de OPU,
tiene como finalidad proporcionar una estimulacion ovarica rapida, mediante via

intramuscular, y una fuente sostenida de FSH, a través de la via subcuténea.

4.2 Calidad de los ovocitos

Al comparar la calidad de los complejos cumulo ovocitos (COC’s) recuperados
por OPU en dos momentos diferentes (40h y 48h) luego de la aplicacion de la
hormona (FSH-LH), se obtuvo una mayor cantidad de COC’s de calidad A
cuando la OPU se realiz6 a las 48h (3,4+0,45), que cuando se llevo a cabo a las
40h (1,4+0,45), es decir, en OPU 48h se obtuvieron 2,4 veces mas ovocitos de
clase A que en OPU 40h (P<0,05), valor que a su vez fue casi 7 veces mayor
que el obtenido por el grupo testigo OPU 48h. Resultados similares fueron
obtenidos por Blondin et al., (48) en su investigacion, donde los COC’s fueron
recogidos mediante OPU en dos momentos diferentes (33 y 48h) luego de
aplicarse la hormona. Estos autores determinaron que la realizacion del OPU a
las 48h post aplicacion de la hormona (en este caso se usé Folltropin®) a dosis
de 25mg, que permitié a los ovocitos completar la maduracién citoplasmatica y

hacerse competentes para su desarrollo posterior.

Ademas, Blondin et al., (49) atribuyeron que el tiempo entre la Gltima aplicacion
de FSH y la sesion de OPU incremento el incremento de los foliculos medianos
a grandes, lo cual indujo una ligera atresia en las células foliculares y que
permiti® una mejor competencia de los ovocitos obtenidos. Lo indicado

anteriormente es aceptado por Vassena et al., (50) y Adams et al., (51) quienes
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ademas, explicaron que una mayor duracién del ovocito en el ambiente folicular
permite almacenar ARNm y proteinas moleculares claves para potenciar su
capacidad de desarrollo, lo cual no sucede con los ovocitos recuperados
prematuramente y que probablemente carecen de la maquinaria transcripcional

necesaria para su desarrollo.

La cantidad de COC’s de calidad B recuperados entre los grupos tratados con
hormona fue estadisticamente similar (P>0,05), tabla 2. Sin embargo, al
comparar los resultados obtenidos entre los tratamientos que recibieron
estimulacién ovarica OPU 40h (3,2+0,81) y OPU 48h (3,0+0,81), frente a los que
no recibieron FSH-LH testigo 40h (0,8+0,81) y testigo 48h (0,4+0,81), se pudo
comprobar que se obtuvieron alrededor de tres veces mas COC'’s en los primeros

gue en los segundos (P<0,05).

El nimero de COC’s calidad C fue estadisticamente similar entre grupos
experimentales (P>0,05). En cuanto a los COC'’s de calidad D, aunque los COC'’s
recuperados de las vaquillas tratadas hormonalmente fueron considerablemente
mayores que los obtenidos de los testigos, Unicamente las del grupo OPU 48h
fueron estadisticamente diferentes a las de ambos grupos testigos (P>0,05)
tabla 2. Este comportamiento BO et al., (52) atribuyen a una dosis insuficiente
de hormona que no logra saturar los receptores de FSH y LH; Ademas, Martinez
et al., (53) sugieren que la administracién de GnRH al inicio del protocolo puede
influenciar en el grado de desarrollo del foliculo dominante, que provoca

asincronia en el inicio y desarrollo de la onda folicular.
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Tabla 2: Numero de COC'’s recuperados de acuerdo al tratamiento de estimulacion

ovérica y de la calidad ovocitaria (Media + error estandar).

Calidad de los ovocitos
Tratamientos

A B A+B C D C+D

OPU 40h 1.4+0.45° 3.240.81%  4.6+0.932 2.2+0.64 1.4+044%® 3.6+0.83
OPU 48h 3.4+0.45% 3.0+0.81%  6.4+0.93°? 1.6+0.64 1.8+0.44°% 3.4+0.83
Testigo 40h  0.4+0.45°¢ 0.8+0.81°  1.2+0.85° 1.8+0.64 0.5+0.40° 2.3+0.76

Testigo 48h  0.2+0.45°¢ 0.4+0.81°  0.6+0.85°¢ 2.0+0.64 0.5+0.40° 2.5+0.76

Leyenda: letras diferentes en la misma columna tienen diferencia (P<0,05), (Tukey-Kramer,1956).

Garcia et al., (45) clasificaron en su estudio a los COC’s recuperados como aptos
para PIV alos que tenian calidad I, 1l y lll, y no aptos a los COC’s pertenecientes
a las calidades IV y V. Con la finalidad de homogenizar criterios de valoracion,
en la presente investigacion se clasificaron los COC’s de calidad A y B como
aptos, y los de C y D como no aptos para la PIV. Por lo tanto, a continuacion,
describimos los resultados de los COC’s recuperados de los 4 tratamientos y

agrupados en aptos (Ay B) y no aptos (C y D).

El 65,3 % de los COC’s recuperados del tratamiento OPU 48h fueron clasificados
como aptos para PIV (A+B), este valor es superior al establecido por Garcia et
al., (45) (50,46%). Se considera que esta diferencia puede estar asociada a la

estrategia de agrupamiento de los COC'’s.

En el tratamiento OPU 40h no se encontr6 diferencia (P>0,05) entre el porcentaje
de COC’s considerados aptos (56,1%) y no aptos (43,9%). Sin embargo, al

comparar tratamiento 1 (OPU 40h) y T2 (OPU 48h) se observé un incremento
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del 16,37% de COC'’s aptos recuperados. Los tratamientos testigos no mostraron

diferencia estadistica (P>0,05).

Al valorar los COC’s aptos (A+B) recuperados en los tratamientos que recibieron
estimulacién (OPU 40h; OPU 48h), se pudo observar un incremento del 59,4%
de COC'’s (aptos) frente a los tratamientos testigos (40h;48h). Esto concuerda
con Restrepo et al., (6) quienes describieron que la utilizacion de FSH y LH juntas
no solo permitio el reclutamiento y crecimiento de un mayor numero de foliculos
(efecto FSH) sino que ademas, ejercié un efecto favorable sobre la calidad de
los COC'’s recuperados (efecto LH). Ademas, Blondin et al., (49) sefialaron que
ovocitos de hembras no estimuladas hormonalmente tuvieron menor
competencia que los ovocitos de aquellas que fueron superestimuladas, lo cual

concuerda con los resultados de esta investigacion.

4.3 Respuesta de los ovocitos al Azul Brillante de Cresilo (BCB)

La prueba del BCB se basa en la capacidad de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PD) de reducir el colorante en el citoplasma del ovocito, e
indica el estado de crecimiento ovocitario. Por lo tanto, los ovocitos que
terminaron su crecimiento reaccionan positivamente a la prueba del Azul
Brillante de Cresilo (BCB+), es decir, su citoplasma permanece tefiido de azul
debido a la ausencia de actividad de la G6PD. Por lo contrario, ovocitos con
actividad negativa al BCB (BCB-) aun no han terminado su crecimiento y su
citoplasma se encuentra incoloro debido a la reduccion del colorante por la
G6PD. Estos ovocitos no tienen la misma competencia para continuar con los

procesos de maduracion, fecundacion y desarrollo embrionario (40).
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Al valorar los resultados obtenidos en la prueba azul brillante de Cresilo (BCB),
se determind que el 100% de los ovocitos de calidad A en los cuatro tratamientos
terminaron su crecimiento (BCB+), es decir reaccionaron positivamente al BCB.
En relacion a este hallazgo Pujol et al., (40) y Adams et al., (51) indicaron que
ovocitos de mayor calidad morfologica tienen una mejor actividad de crecimiento

frente a los ovocitos de menor calidad.

Al comparar la cantidad de ovocitos de calidad A disponibles en cada grupo, se
observa que el tratamiento OPU 48h (3,4+0,45) proporcion6 2,4 veces mas
ovocitos preparados funcionalmente para continuar con el proceso de
maduracién (Tabla 3), que el tratamiento OPU 40h (1,4+0,45) (P>0,05), y cerca
de 7 ovocitos mas que los grupos testigo 40h y 48h (0,4+0,45; 0,2+0,45

respectivamente; P<0.05).

La diferencia entre los ovocitos de calidad A del tratamiento OPU 48h comparado
con los de OPU 40h, y los testigos 40h y 48h pudo haberse debido al tiempo
transcurrido entre la administracion de la FSH-LH y la realizacién del OPU 48h
mas tarde, coincidiendo con Blondin et al., (49) quienes sefialaron que un
intervalo de tiempo adecuado entre ambos eventos permitio obtener un grupo
homogéneo de ovocitos con mayor competencia para avanzar a estadios
posteriores de desarrollo. Otros autores, como Adams et al., (51) sugirieron que
estos resultados podrian estar relacionados con el tiempo de permanencia del
ovocito dentro del foliculo y la posibilidad de que este logre mayor
almacenamiento de ARNm y proteinas moleculares claves que potencian la

capacidad de desarrollo del ovocito, y ademas, por la calidad ovocitaria obtenida.
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En relacion a los ovocitos de calidad B, con el tratamiento OPU 48h se obtuvieron
mas ovocitos (2,4+0,49), que fueron positivos al azul brillante de Cresilo (BCB+)
que los demas grupos experimentales (P<0,05), que no difirieron
estadisticamente entre ellos; lo cual representa un 80% de actividad positiva en
este tratamiento (3,0+0,81). Del total de ovocitos de calidad B recuperados en el
tratamiento OPU 40h (3,2+0,81) unicamente el 31% de estos resultaron positivos

al BCB (1,0+0,49).

En cuanto a los ovocitos BCB+ de las calidades C y D de los diferentes grupos
en estudio, no presentaron diferencia estadistica entre ellos (P>0,05), tabla 3.
Esto se ve reflejado en las investigaciones de Rodriguez et al., (54) y Pujol et
al., (40) quienes valoraron la actividad de ovocitos de matadero sometidos a la
BCB y obtuvieron un mayor porcentaje de BCB+ en ovocitos pertenecientes a la
calidad A, con una tendencia a disminuir en el resto de calidades.

Tabla 3: Numero de ovocitos que reaccionaron positivamente al Azul Brillante de Cresilo

(BCB) de acuerdo al tratamientos y a la calidad ovocitaria (Media + error estandar)

Calidad de los ovocitos
Tratamientos

A B A+B C D C+D

OPU 40h 1.4+0.45° 1.0+0.49° 2.4+0.74° 124055  0.8+0.40  2.0+0.83
OPU 48h 3.4+0.45% 2440492 58+0.74% 144055  1.0+0.40  2.4+0.83
Testigo 40h  0.4+0.45°¢ 0.4+0.49° 0.8+0.68 ° 124055  0.4+0.40  1.8+0.75

Testigo 48h  0.2+0.45° 0.2+0.49 b 0.4+0.68 ¢ 0.8+0.55 0.2+0.40 1.0+0.75

Leyenda: letras diferentes en la misma columna tienen diferencia (P<0,05), (Tukey-Kramer,1956).

La prueba del azul brillante de cresilo (BCB) permitio establecer que en el

tratamiento OPU 40h el 52,2% de los COC’s son viables (A+B) (tabla 3). Del
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total de COC'’s viables recuperados (6,4) en el tratamiento OPU 48h el 90,6%
(5,8) son BCB+, mostrando mas eficiencia no solo en la calidad sino también en
la viabilidad de los ovocitos que fueron recuperados 8h mas tarde en las sesiones
de OPU. En los tratamientos testigos el porcentaje de COC’s viables BCB+

estuvo entre el 66,7%.

El promedio de COC’s viables (A+B) que resultaron BCB+ en el tratamiento OPU
48h fue 2,4 veces mas que en el tratamiento OPU 40h y proporcioné alrededor

de 6 veces mas COC’s BCB+ en relacion a los tratamientos testigos (40h;48h).

Todo esto es corroborado por Nivet et al., (55) quienes determinaron que la
ventana optima para que el ovocito adquiera competencia (FSH-OPU) para su

desarrollo se encuentra entre las 44 y 68h.

4.3.1 Actividad negativa al BCB

La cantidad de ovocitos recuperados que presentaron actividad negativa a la
tincion de azul brillante de Cresilo (BCB-), no presentaron diferencias
significativas (P>0,05) entre los tratamientos. Sin embargo, es importante
resaltar que un 69% de ovocitos de calidad B del tratamiento OPU 40h fueron
negativos a la prueba de BCB, es decir aun se encontraban en crecimiento y por
ende no eran aptos para continuar con el proceso de maduracion. Este resultado
concuerda con lo estipulado por Adams et al. (51) quienes sugieren que este
comportamiento esta relacionado con un mayor tiempo que transcurre desde la
aplicaciéon de la hormona y la sesion de OPU. Por lo tanto, al reducir el tiempo

en 8 horas no permite el almacenamiento de ARNm y proteinas moleculares
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claves para potenciar la capacidad de desarrollo del ovocito y la calidad del

mismo.
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5. CONCLUSIONES

* Laadministracion de una dosis de FSH-LH (Pluset®) 40 a 48 horas previas
al OPU proporciono entre 1,7 y 2 veces mas COC'’s por sesion que en los
casos que no hubo estimulacion ovarica.

» Realizar la sesion de OPU 48 horas posteriores a la aplicacion de la
hormona (Pluset®) permite obtener un mayor nimero de COC'’s de calidad
Ay B (aptos para PIV).

» EI100% de los COC'’s de calidad A recuperados 48 horas post aplicacion
de la hormona (Pluset®) han terminado su crecimiento y estan listos para

iniciar el proceso de maduracion in vitro (MIV), es decir fueron BCB+.
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7. ANEXOS

Anexo 1: Materiales y equipos empleados

EQUIPO DE ECOGRAFIA
Fuente: Autor

TRANSDUCTOR SECTORIAL

Fuente: Autor
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GUIA DE PUNCION

Fuente: Autor

CAJAS PETRI

Fuente: Autor
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PLATINA DE CALEFACCION

Fuente: Autor

CAMARA DE CO2

Fuente: Autor
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MATERIALES DE CAMPO

Fuente: Autor

HORMONA EMPLEADA (PLUSET®)

Fuente: Autor
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Anexo 2: Hormona superovulatoria

PLUSET®

i)+ P
1.000 U.L p-FSH " . : PRESENTACION

1.000 U.L p-LH

Especialidad de uso veterina
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Caja con 2 viales de 1000 U.I. de FSH y 1000 U.I. de LH.

7

~— " APLICACION: Inyectable

DESCRIPCION

Mezcla de gonadotrofinas hipofisarias de cerdo, para la induccién de la superovulacion en bovinos.

COMPOSICION

Hormona foliculo estimulante (FSH) [500 U.I.
Hormona luteinizante (LH) 500 U.I.
Vial de disolvente c.s.p. 20 ml.
ACCION

Induccion de la superovulacién. La estimulacidn ovéarica con la hormona foliculoestimulante (FSH) exdgena,
y bajos niveles de hormona luteinizante (LH), permite obtener un nimero de évulos muy superior al que se

produce en un ciclo reproductivo normal.

INDICACIONES

Induccion de la superovulacion en vacas para incrementar el nimero de embriones producidos por las

vacas.

CONTRAINDICACIONES
No administrar por via subcutanea, ya que dicha via carece de una buena absorcién.
El producto liofilizado es estable durante 24 meses, conservado a 25°C. El producto reconstituido se

conserva durante 6 dias mantenido entre 2-8° C y conservando las precauciones normales de esterilidad.
RESTRICCIONES DE USO

No precisa periodo de supresion.
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Anexo 3: Operacionalizacién de las variables

VARIABLE DIMENSION INDICADOR ESCALA
Variable independiente
1.Tiempos de | OPU (Ovum Pick Up)| Horas de ejecucién | 40 horas
obtencion de ovocitos | Practica  biotecnoldgica OPU
48 horas

que permite recuperar

ovocitos in vivo en vacas,

Post aplicaciéon de la

para recuperar ovocitos y hormona.
verificar su calidad
Variables dependientes
1. Cantidad de | Valoracién ecogréfica de | Numero de foliculos Numero
foliculos los foliculos
2. Cantidad de Cantidad de ovocitos Numero de COC’s Numero
Ovocitos obtenidos por OPU
3. Calidad de | Valoracion morfolégica | Cantidad de capas | A: Buena
ovocitos Por: de los COC’s de  células  del _
Lonergan et al., Clmulos y aspecto | B: Intermedia
(1994) del citoplasma C: Mala
4. Actividad de la| Ovocitos con actividad | Reduccion o | Positiva: Ovocito
enzima glucosa-6- enzimética Retencion de la | Tefido

fosfato
deshidrogenasa

tincion Azul Brillante
de Cresilo

Negativa: Ovocito no
Tefido
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Anexo 4: Hoja de campo general para las diferentes repeticiones del estudio

Repe | Fecha OPU | Tratamientos | Cantidad de # Foliculos # Ovocitos Calidad de los Actividad 6GPD
ticio Foliculos puncionados | recuperados ovocitos
n A B C Positiva Negativa
13/12/16
1 20/12/16
10/01/17
2 17/01/17 Telv2
Te2V1
24/01/17
3 31/01/17
07/02/17
4 14/02/17 TelV2
Te2V1
21/02/17
S 07/03/17
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Anexo 5: Hoja de campo con cronograma de actividades a realizarse por maniobra (fecha)

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fecha # Foliculos Tamafo foliculo Ovocitos Calidad Actividad
Martes 13/12/16 (mm) Positiva Negativa
1 1-- 1 1-- 1 1
2 2-- 2 2-- 2 2
3 3-- 3 3-- 3 3
4 4-- 4 4-- 4 4
5 5-- 5 5-- 5 5
T1 (1222) 6 6-- 6 6-- 6 6

7 7-- 7 7-- 7 7
8 8-- 8 8-- 8 8
9 9-- 9 9-- 9 9
10 10-- 10 10-- 10 10

TOTAL
1 1-- 1 1-- 1 1
2 2-- 2 2-- 2 2
3 3-- 3 3-- 3 3
4 4-- 4 4-- 4 4
5 5-- 5 5-- 5 5

T2 (9857) 6 6-- 6 6-- 6 6

7 7-- 7 7-- 7 7
8 8-- 8 8-- 8 8
9 9-- 9 9-- 9 9
10 10-- 10 10-- 10 10

TOTAL
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Anexo 6: Hoja de campo para valoracion ecogréfica de los foliculos

Ol Vaquilla 1222 oD

NAA
N\
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Anexo 7: Procedimiento a nivel de campo

1. Tranquilizacion

2. Vacio del contenido rectal y limpieza de la region perineal

3. Bloqueo epidural

Fuente: Autor

4. Visualizacion folicular

Fuente: Autor
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5. Introduccién de la guia de puncion

Fuente: Autor

6. Aspiracion Folicular

Fuente: Autor
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Anexo 8: Procedimiento a nivel de laboratorio

1. Filtrado

Fuente: Autor

2. Busqueda y Clasificacion

Fuente: Autor
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3. Tenido y cultivo de los COC’s

Fuente: Autor

4. Determinacion de la actividad G6PD

Fuente: Autor
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