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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar si los niveles plasméaticos de hormona
antimulleriana (AMH) guardan relacion con la cantidad y calidad de ovocitos
recuperados por OPU. Para ello se emplearon 61 vaconas Holstein mestizas criadas en
ganaderias ubicadas sobre los 2.500 msnm, de la provincia del Azuay. Este estudio
contempld la realizacion de dos experimentos (E1, E2), el primer E1 se desarroll6 con
61 vaconas, las cuales fueron sometidas a un protocolo estdndar de sincronizacién con
el fin de tener homogeneidad del ciclo estral: dia O=dispositivo intravaginal de
liberacion de progesterona (DIV 1.3 g) + 2mg BE (IM), dia 7=retiro del (DIV 1.3 g) +
25 mg de prostaglandina (IM) + parches adhesivos detectores de celo, dia 8=1mg de
BE. La aplicacién de este protocolo permitié tomar una muestra de sangre (102 horas
pos-retiro del dispositivo intravaginal), determinando asi los niveles de la AMH
mediante ELISA y su relacion con el recuento de foliculos antrales (RFA). El segundo
E2 se realiz6 para establecer valores de corte, para clasificar vaconas con alto (n=5) y
bajo (n=5) nivel de AMH, valoradas en el E1; a los animales del E2 se les realizé tres
sesiones de (aspiracion folicular) OPU con un intervalo de 4 dias. En el E1, se
determind que los niveles plasmaticos de la AMH tenian relacion significativa con el
namero total de foliculos > 4mm de tamano (r= 0.89; p<0,0001). Se observéd que el
grupo de vaconas con altos niveles plasmaticos de AMH, tenian mayor RFA respecto al
grupo de bajo nivel de AMH (23,3 £ 0,71 vs. 11,8 + 0,43 ng/ml; P<0.05). Las vaconas
del E2, que poseian un alto nivel plasmatico de AMH se determind un promedio de
19,06 + 0,76 foliculos comparado con el grupo de bajo nivel de AMH 11,15 + 0,83, con
diferencia estadistica (P<0,001), y el porcentaje de recuperacion de ovocitos fue mayor
en el grupo de alto que en el bajo nivel de AMH (8,69 + 0,49 vs. 4,15 + 0,32; P<0,001).
Finalmente, al clasificar el total de COC’s obtenidos, se determin6 que los ovocitos
aptos fueron el doble en el grupo de alta concentracion de AMH en comparacién con el
de bajo (6,69 + 0,49 vs. 3,00 + 0,38; P<0,05).

Palabras clave: Hormona antimulleriana. Foliculos. Bovinos. Elisa.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine whether plasma levels of
antimullerian hormone (AMH) are related to the quantity and quality of oocytes
recovered by OPU. For which crossbreed Holstein heifers were used raised in herds
located over 2,500 meters above sea level, in the province of Azuay. This study
contemplated the performance of two experiments (E1, E2), the first E1 was developed
with 61 heifers, which were subjected to a standard synchronization protocol in order to
have homogeneity of the estrous cycle: day 0 = intravaginal progesterone release device
(IvD 1.3 g) + 2mg BE (IM), day 7 = withdrawal of (DIV 1.3 g) + 25 mg of
prostaglandin (IM) + adhesive heat detection patches, day 8 = 1mg BE. The application
of this protocol allowed taking a blood sample ((102 hours post removal of the
intravaginal device), thus determining the levels of AMH by ELISA and its relationship
with the antral follicle count (AFR). The second E2 was carried out to establish cut off
values, to classify heifers with high (n = 5) and low (n = 5) levels of AMH, valued at
E1l; The E2 animals underwent three sessions of OPU (follicular aspiration) with an
interval of 4 days. In E1, plasma levels of AMH were found to be significantly related
to the total number of follicles > 4mm in size (r= 0,89; p<0,0001). It was observed that
the group of heifers with high plasma levels of AMH had higher RFA compared to the
group with low level of AMH (23,3 0,71 vs. 11,8 0,43 ng/ml; P<0.05). The E2 heifers,
which had a high plasma level of AMH, an average of 19.06 + 0.76 follicles was
determined compared to the group with a low level of AMH 11.15 + 0.83, with
statistical difference (P <0,001), and the percentage of oocyte recovery was higher in
the high group than in the low AMH group (8,69 = 0,49 vs. 4,15 + 0,32; P <0.001).
Finally, when classifying the total COC's obtained, it was determined that the suitable
oocytes were twice as high in the group with high AMH concentration compared with
the low one (6,69 + 0,49 vs. 3,00 + 0,38; P<0.05).

Keywords: Antimullerian hormone. Follicles. Cattle. Elisa.
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA

AMH:
AFP:
BE:

COC’s:

DIV:
E2:

eCG:
FSH:
FIV:

GnRH:

IM:
kg:
LH:
MIV:
mg:
mi:

mm:

mmHg:

MHz:
nm:
ng:
OPU:
PBS:
P4.
PIV:
rpm:
TE:
Ul:

Hormona Antimulleriana
Poblacién folicular ovarica
Benzoato de estradiol

Complejo cumulos ovocito
Dispositivo Intravaginal

Estradiol

Gonadotropina Corionica Equina
Hormona Foliculo Estimulante
Fecundacion in vitro de embriones
Hormona liberadora de Gonadotropinas
Gramos

Intramuscular

Kilogramo

Hormona Luteinizante
Maduracion in vitro de embriones
Miligramo

Mililitro

Milimetro

Milimetro de Mercurio

Mega Herz

Nanometro

Nanogramos

Ovum pick-up

Solucién Buffer Fosfato
Progesterona

Produccién in vitro de embriones
Revoluciones por minuto
Transferencia de Embriones
Unidades Internacionales

Microlitro
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1. INTRODUCCION

La aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonido (Ovum Pick-up, por sus
siglas en ingles), es una técnica descrita inicialmente por Pieterse et al., (1988), que se
ha y se sigue usando hasta la actualidad como una alternativa para obtener ovocitos de
vacas y novillas in vivo, ademas esta técnica se la usa de manera combinada con la
produccién de embriones in vitro (P1V, por sus siglas en ingles), estas dos metodologias
son consideradas como una alternativa para la propagacion del material genético y con
ello ha permitido mejorar la genética de las ganaderias a nivel mundial, (B6 &
Mapletoft, 2014). Para optimizar esta biotécnica se han estudiado factores biolégicos,
mecanicos Yy técnicos que afectan de una u otra manera el desarrollo de esta metodologia
(Baruselli et al., 2016), como la estimulacion hormonal (Chaubal et al., 2006), el
momento de la aspiracion folicular después de la administracion hormonal (Ayala et al.,
2020), la raza de la donante (Ruiz et al., 2013), el didmetro, longitud de la aguja y la

presion de aspiracion (Argudo et al., 2018).

Si bien todos estos factores han contribuido al desarrollo de esta biotecnologia (Bols et
al., 2004), los resultados obtenidos no siempre son los esperados, posiblemente se deba
a las caracteristicas fisioldgicas individuales de cada donante (Ireland et al., 2007), tales
como el recuento de foliculos antrales (RFA) presentes en los ovarios al momento de la
OPU (Ireland et al., 2011), ya que un numero alto de foliculos antrales se asocia de
manera positiva con un mayor nimero de ovocitos recuperados por OPU (Vernunft et
al., 2015), con buena competencia ovocitaria que permite obtener mayor nimero de
embriones transferibles (Guerreiro et al., 2014), Por lo tanto, identificar de manera
temprana dentro del rebafio a un grupo de hembras con alto RFA podria mejorar los

resultados hasta ahora obtenidos en OPU-PIV (Batista et al., 2014). Es asi que, en la

Miriam Reinoso Peralta
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actualidad la ecografia transrectal es utiliza para identificar y seleccionar donadoras con
alta RFA (Singh et al., 2004), Sin embargo, es una metodologia que requiere personal
capacitado, la implementacion de equipos costosos e instalaciones adecuadas que
faciliten la valoracion cuidadosa de las imagenes obtenidas (Perry & Cushman, 2016);
ademas, es necesario realizar varios escaneos ecograficos de toda la superficie del
ovario durante cada ciclo estral para determinar con exactitud el RFA, ya que el numero
de foliculos presentes en los ovarios esta sujeto a variaciones de tipo ciclico asociado
con las ondas de crecimiento folicular, lo cual complica aun mas la interpretacion de las

iméagenes (Ginther, 2016).

Por lo tanto, una alternativa a la técnica de ultrasonografia que ha generado gran
expectativa es la cuantificacion plasmatica de la hormona Antimulleriana (AMH), una
glicoproteina de 140 kDa que pertenece a la familia del factor de crecimiento
transformante B (TGFp), esta hormona es producida especificamente por las células de
la granulosa de foliculos pequefios en crecimiento (< a 5mm) (Monniaux et al., 2010),
que ha decir de (Sakaguchi et al., 2019), mantiene relacion directa con el RFA tanto en
Bos indicus (Silva et al., 2014), asi como en Bos taurus (Souza et al., 2015), ambas
razas mantenidas en condiciones de manejo intensivo en el tropico bajo. Asimismo,
varios estudios han descrito que los niveles de AMH pueden utilizarse como
biomarcador enddcrino para predecir la respuesta ovulatoria en vacas de aptitud lechera
(Rico et al., 2012), en vaquillas criadas y adaptadas a paises que presentan cuatro
estaciones (Nabenishi et al., 2017) y en el tropico bajo en condiciones climaticas de

humedad (Batista et al., 2014) y secos (Abdel Aziz et al., 2017).

Sin embargo, hasta ahora la informacion disponible en ganado vacuno de genotipo

Holstein mestizo, criado bajo condiciones climaticas de tropico alto (sobre los 2.500
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msnm) y mantenidas bajo un sistema de produccion extensivo, es decir alimentadas solo
con forraje proveniente del pastoreo a nuestro saber no existe, lo cual no permite utilizar
la AMH para la seleccion de donadoras como se encuentra descrita en los estudios
enunciados anteriormente en condiciones diferentes. Considerando que el sistema de
crianza, las caracteristicas medioambientales propias de la zona geografica y la
adaptabilidad que han logrado los animales en este medio, podrian generar cambios en

su fisiologia ovérica, como lo describen (Baldrighi et al., 2014; Ayala et al.,2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Determinar si los niveles de AMH guardan relacion con la cantidad y calidad de

ovocitos recuperados por OPU.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar los niveles de hormona antimulleriana en vaconas Holstein mestizas
y si estos niveles se relacionan con el recuento de foliculos antrales al momento
de reinicio de la onda folicular.

e Valorar la respuesta al protocolo de OPU expresada en cantidad y calidad de

foliculos observados y COC’s recuperados.
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Concepto de Ovum Pick Up (OPU)

La técnica ovum pick-up (OPU, por sus siglas en inglés) es un procedimiento no
invasivo por el cual se recolectan ovocitos de foliculos antrales de mas de 3 mm de
diametro en animales vivos. La técnica de OPU, fue utilizada en primera instancia para
la reproduccién asistida en humanos, empezandose a utilizar en la mujer en la década de
1980 pero no fue hasta 1987 que se realizo la primera propuesta de OPU en bovinos
(Lépez, 2017). OPU es una técnica muy utilizada en hembras de varios estados
fisioldgicos: ciclicas, no ciclicas, durante el primer tercio de la gestacion, en la hembra
de mas de seis meses de edad, a partir de 2-3 semanas posparto y los que no responden a
estimulos hormonales, por lo que no interfiere con los ciclo productivos o reproductivos

de las hembras donantes (Pel&ez, 2011).

La recoleccion de ovocitos de animales vivos permite incrementar el numero de
embriones potenciales y de terneros producidos por donadora al afio, ademas permite la
disminucion del intervalo generacional y ayuda a establecer esquemas que permitan
incrementar la eficiencia productiva. La recuperacion de ovocitos por puncion
transvaginal y su posterior maduracién, fecundacién y cultivo in vitro permite la
produccion de embriones que pueden ser criopreservados o bien transferidos a hembras

receptoras (Pelaez, 2011).

La optimizacién de OPU esté basada en la frecuencia de muestreo, recoleccion de una a
dos veces por semana, ya sea en animales a los que se les haya aplicado un protocolo

hormonal u no hormonal de estimulacion ovarica. Dando como resultado un aumento en
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la frecuencia de las ondas foliculares o una deteccién del ciclo estral, la maduracién del

foliculo y la ovulacion (Boni, 2012).

No obstante, independiente de los alcances que ha tenido hasta hoy la técnica, existen
diferentes factores como el sistema de manejo, la raza, la alimentacion y el medio
ambiente que pueden alterar el patron de comportamiento del ovario, disminuyendo la
efectividad de los protocolos de estimulacion ovérica y por ende la calidad y cantidad de
ovocitos competentes para PIV (Romero, 2019). Las hembras con severo estrés
nutricional fallan en la ovulacion del primer foliculo dominante, posiblemente debido a
que la frecuencia en el pulso de LH es reducida para estimular la suficiente secrecién de
estrogenos por parte del foliculo dominante e inducir el pico preovulatorio de LH

(Santi, 2018).

3.1.1. Protocolos de sincronizacién OPU

Hace poco tiempo la aspiracion folicular transvaginal era realizada en momentos
aleatorios del ciclo estral. Sin embargo, la creciente necesidad de mejorar la eficiencia
de la técnica, a modo que se pueda obtener mayor y mejor calidad de ovocitos apunta
hacia el empleo de protocolos previos a la aspiracion (Sarmiento & Naulaguari, 2019).
El nimero de foliculos disponibles para la aspiracion folicular presenta grandes
variaciones dependiendo de la fase del crecimiento folicular, siendo el inicio de la onda
el momento maés favorable para la recuperacion. Es por esto que los protocolos deben
permitir sincronizar la onda de crecimiento folicular de modo que se pueda realizar la
aspiracion al inicio de esta, dentro de los protocolos mas empleados son: aumentar la
frecuencia de aspiracion y la utilizacion de protocolos hormonales a base de benzoato

de estradiol (BE) y progesterona inyectables (Solis et al., 2012).
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Desde el descubrimiento de las hormonas que intervienen en el ciclo reproductivo, el
hombre siempre ha buscado una mejora y un control sobre la actividad ovérica, usando
la ultrasonografia para estudiar el efecto de diferentes tratamientos hormonales sobre la
dindmica folicular permitiendo el desarrollo de protocolos que sean mas eficientes en el
manejo y control del ciclo estral y la ovulacion. Hoy en dia existen diferentes protocolos
de sincronizacion de celo y de la ovulacion los cuales presentan distintas ventajas, asi
como ciertos inconvenientes (Romero, 2019). Chaubal et al., (2006) menciona, de las
hormonas utilizadas, es decir, GnRH, FSH y eCG; la FSH por lo general es la que ha
dado los mejores resultados en términos de numero de foliculos aspirados y ovocitos

recuperados.

Actualmente, la OPU es un procedimiento estandarizado que permite la obtencion de
ovocitos en cualquier momento del ciclo estral. Sin embargo, con el objetivo de
aumentar la tasa de recuperacion y calidad ovocitaria, ha sido necesario la modificacion
de protocolos hormonales a fin de obtener grupos de foliculos mas homogéneos y que
subsiguientemente daran lugar a embriones de mejor calidad. La mayoria de los
protocolos apuntan a sincronizar el reclutamiento de la onda folicular y a estimular el
final del crecimiento folicular y tal vez inclusive favorecer la maduracion de los

ovocitos (Vasquez, 2016).

3.1.1.1.  Sincronizacion de emergencia de onda folicular

Se ha demostrado que la sincronizacion de la onda folicular puede ser hecha de forma
mecénica a través de la ablacion del o los foliculos dominantes o a través de la
administracion de farmacos que tienen su efecto sobre la dinamica folicular como los
son el estradiol (E2) y la progesterona (P4), la aplicacion de estos tratamientos ha tenido

respuestas similares (Vasquez, 2016). Inicialmente la combinacion de E2 y P4 tenia
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como objetivo provocar la regresion de cuerpo IGteo, consecutivamente, se descubrio
que dicha combinacion causa atresia del foliculo dominante y posteriormente el
surgimiento de una nueva onda de crecimiento folicular, este surgimiento ocurre como
consecuencia de la supresion de FSH y LH por el tiempo en el que es metabolizado el
estradiol. Al finalizar dicho proceso surge un nuevo pico de FSH provocando la

formacion de una nueva onda de crecimiento folicular (Romero, 2019).

Sarmiento & Naulaguari, (2019), mencionan que el tratamiento ex6geno mas empleado
para sincronizar el inicio de ondas foliculares durante muchos afios han sido los esteres
de estradiol y los progestagenos, que inducen atresia folicular e inician una nueva onda
4 dias después, en paises que se ha restringido el uso de estradiol, han recurrido a la

administracion de GnRH para inducir la ovulacién 1.5 a 2 dias después.

Se ha sugerido un meétodo alternativo, que consiste en suprimir mediante ablacion
mecanica el foliculo dominante o foliculos mayores a 5mm e inducir el reinicio de una
nueva onda 1.5 a 2 dias después (Sarmiento & Naulaguari, 2019). Provocando un
aumento en los niveles de FSH en un corto periodo de tiempo y emergencia de una
nueva onda folicular en 1.5 dias después de la eliminacion de los foliculos
independientemente del estado del ciclo estral en que se encuentre el animal (Romero,

2019).

3.1.1.2. Estimulacion ovarica

Los procesos de superestimulacion hormonal han sido desarrollados para estimular el
crecimiento de foliculos y destinar sus ovocitos a procesos biotecnoldgicos
reproductivos como la trasferencia de embriones (TE) u OPU acoplada a produccion de

embriones in vitro (PIV) (Sarmiento & Naulaguari, 2019). La aplicacién de FSH-LH
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como un tratamiento hormonal han sido ampliamente utilizados, sin embargo, es
necesario las modificaciones de estos, por ejemplo, en las dosis y la duracion de los
tratamientos, ya que el objetivo principal de la estimulacidn ovarica previa a la OPU es
generar foliculos adicionales, en lugar de provocar la ovulacion. La aplicacion de FSH a
distintas dosis incrementa el numero de foliculos aspirados y de ovocitos recuperados,

ademas de proporcionar un mayor porcentaje de embriones trasferibles en comparacion

con animales no estimulados (Romero, 2019).

En el trabajo realizado por Ongaratto, (2013), menciona que la estimulacion ovérica con
el uso de gonadotropinas ha sido reportada por diversos autores, con un aumento en la
recuperacion de ovocitos por OPU de hembras Bos taurus estimuladas en comparacion
con las que no fueron estimuladas. Esto pudo ser alcanzado al utilizar distintos
procedimientos con gran variacion del periodo entre la ultima aplicacion de FSH y la
recoleccion de ovocitos. También sefiala que la administracion de FSH aumento el
namero de foliculos aspirados y el nimero de ovocitos recuperados grado A, y un
incremento en el nimero de embriones transferibles cuando eran utilizadas multiples
dosis de la hormona. Esos resultados muestran que el tratamiento con maltiples dosis de
FSH antes de la aspiracion mejora el numero de foliculos disponibles y la calidad de

ovocitos recuperados y embriones producidos.

3.1.2. Técnica de aspiracion folicular Ovum pick up (OPU)

Para la realizacion de la OPU resulta indispensable disponer de tres componentes: un
equipo de ultrasonido (ecdgrafo) con su respectivo transductor, una bomba de

aspiracion y un sistema guia de ajuga conectado al tubo colector (L6pez, 2017).
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Los pasos para la aspiracion folicular (OPU) se puede separar en dos partes importantes

resumidas de la siguiente manera:
3.1.2.1.  Anivel de campo

En el trabajo realizado por Samaniego, (2017), cita el siguiente protocolo que se explica

a continuacion:

1. Una vez seleccionadas las donantes de ovocitos se las introducird en una manga de
contencion, seguida de la aplicacion de xilacina al 2% (0,02mg/kg).

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

3. Minutos mas tarde, se procede a la administracion de lidocaina al 2% (0,4mg/kg) via
epidural, para reducir los esfuerzos expulsivos y facilitar la manipulacién del ovario,
seguido a esto se realiza la limpieza y desinfeccion exhaustiva de la regidn perineal.

4. Posteriormente, se introduce el transductor por via vaginal hasta posicionarse segun
el ovario a puncionar. Con la mano izquierda introducida por via rectal fijar el
ovario a la cabeza del transductor hasta ser visualizado en la pantalla y manejo del
mango de OPU con la mano derecha.

5. Seguido a este movimiento se ingresa la guia de puncién siguiendo su trayectoria en
pantalla.

6. Una vez ubicado los foliculos se procede a empujar suavemente la aguja, penetrando
la pared de vaginal y luego la folicular, aspirando el contenido folicular y
depositandose en un recipiente junto a un medio de aspiracion atemperado (PBS +

heparina 2,2 Ul/ml y suero fetal bovino).
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La puncion de los foliculos puede realizarse con diferentes tipos de agujas, largas o
cortas, generalmente de 18G, acompafada de una linea de aspiracién (tubo de silicona),
conectada a tubos falcon de 50 ml. Con una presion de aspiracion ajustada entre 50 a 85

mmHg (Santi, 2018).

Contenido ovarico
vista rectal

Frasco de coleta

Figura 1: Sistema de ovum pick up (OPU)
Fuente: Pelaez, (2011).

3.1.2.2. A nivel de laboratorio

Samaniego, (2017), menciona que el fluido de cada animal contenido en un tubo falcon
de 50 ml serd inmediatamente filtrado. Los residuos de sangre seran eliminados por
lavados continuos en PBS a temperatura ambiente y se pasard a una placa Petri para
localizar y evaluar morfoldgicamente a través de un estereoscopio los complejos

cumulos ovocito (COC’s) aspirados.

Para la clasificacion morfoldgica se utiliza la escala mas comdn la misma que valora
entre 1-5 considerando el aspecto del citoplasma y el niUmero de capas que constituye el

cumulus.

De acuerdo con Romero, (2019), morfologicamente se clasifican en:
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Tipo A o Categoria I: Ovocito con mas de cuatro capas, cumulus compacto,
citoplasma homogéneo y uniformemente granulado.

Tipo B o Categoria I1: Ovocitos con menos de tres capas en su cumulo, citoplasma

homogéneo.

Tipo C o Categoria Ill: Ovocitos con mono capa de células del cimulus y citoplasma

de apariencia irregular con areas oscuras.
Tipo D o Categoria IV: Ovocito desnudo.

Tipo E o Categoria V: Ovocito maduro con células del cimulus expandido.

cito tipo A, 11: ovocito tipo B,

I11: ovocito tipo C, 1V: ovocito tipo D.

Fuente: Sarmiento & Naulaguari, (2019).

3.2. Hormona Antimulleriana (AMH)
La AMH es una glicoproteina producida por las células de la granulosa de los foliculos

ovaricos en crecimiento y sus receptores se expresan en las células granulosa y la teca
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de los ovocitos. Sus funciones son: la inhibicion del crecimiento de foliculos
primordiales que se encuentran formando la reserva ovarica, y por lo tanto evitan el
agotamiento prematuro y la modulacion del desarrollo folicular. Debido a que la AMH
se correlaciona con el tamafio de la reserva ovérica, puede usarse para predecir la

fertilidad y la longevidad reproductiva en hembras bovinas (Alcivar & Arteaga, 2019).

Actla inhibiendo la fase de crecimiento folicular dependiente de FSH, la accién
especifica de esta hormona sucede entre las semanas 9 y 10 en la mayoria de las
especies en gestacion durante la etapa de diferenciacion del embrién (Ricéardez, 2015).
La evaluacion de la poblacion folicular ovérica (AFP) por conteo o por medio de
marcadores enddcrinos, pueden ser herramientas Utiles para predecir el éxito de
biotecnologias reproductivas en el ganado, de ese modo, se ha identificado esta
hormona como un importante marcador de la respuesta endocrina a la superovulacion y

la produccion de embriones in vitro en bovinos (Baruselli et al., 2015).

Se ha encontrado que la AMH en plasma en las vaquillas Bos indicus y Bos taurus
tiene una correlacion positiva con los foliculos totales aspirados, los complejos de
ovocitos de cimulos totales (COC’s) recuperados, el nimero de COC’s cultivados y el
namero de embriones producidos por sesion de OPU. Sin embargo, algunas variables
relacionadas con el desarrollo embrionario in vitro (tasas de escision y blastocisto) no

parecen tener ninguna correlacion con la AMH circulante (Alcivar & Arteaga, 2019).

Estudios actuales han demostrado que los ovocitos recolectados in vivo por la aspiracion
folicular ofrecen una mayor competitividad a la hora de desarrollarse a blastocisto
comparados con los ovocitos obtenidos de ovarios de rastro. Incluso esta técnica

asociada a la produccion de embriones in vitro ha tenido comparaciones con la
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produccién de embriones in vivo por métodos de superovulacion, reportdndose en un
estudio realizado en vacas Holstein donde se obtuvieron mejores resultados en la
produccién de un mayor nimero de morulas y blastocistos por OPU-FIV (11.8 + 7.6),
que la ovulacion multiple (6.4 + 6.3) por lo que esta biotecnologia podria ser una opcion

a la transferencia de embriones por superovulacion (Lopez, 2017).

3.2.1. Funciones de la AMH especificas del ovario

3.2.1.1. Inhibe el reclutamiento de foliculos primordiales en

crecimiento

Este desarrollo es la transicion del foliculo primordial a primario, en el que el foliculo
va creciendo sucesivamente. Por lo tanto, la ausencia de AMH resultaria en un nimero
mayor de foliculos primordiales siendo reclutados para continuar el crecimiento
folicular, y se obtendra un mayor numero de foliculos preovulatorios. De este modo, la
AMH actuaria como con un feedback negativo en el nimero de foliculos presentes en el
ovario, modulando el crecimiento folicular prematuro e inhibiendo un nimero excesivo
de foliculos, evitando asi un agotamiento prematuro de la reserva folicular ovéarica

(Cabrer, 2019).

3.2.1.2. Inhibe la estimulacion de la FSH a los foliculos en crecimiento

Se ha observado que la AMH puede ser uno de los factores involucrados en determinar
la capacidad de respuesta de cada foliculo a la FSH durante el reclutamiento ciclico.
Con expresiones nulas de AMH los foliculos tienen una respuesta mayor a la FSH por
un aumento de la sensibilidad a esta hormona, dejando que los foliculos sean
seleccionados para seguir creciendo y obteniendo asi un namero elevado de foliculos en

crecimiento. Por lo tanto, la AMH tiene un papel importante inhibiendo la sensibilidad
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de los foliculos a la FSH ya que de esta manera habra menos foliculos que seran

reclutados por crecer hasta la fase preovulatoria (Cabrer, 2019).

Reclutamiento Inicial FSH  Reclutamiento ciclico

b Liquido
folicular

AMH —

a E gn;ulun

Fol. Fol. Antral
primordial secundario Preantral  pequedo Antral Preovulatorio

Ovocito

Figura 3: La AMH es secretada por foliculos pre-antrales (lineas discontinuas) y
antrales (lineas continuas). Se ha postulado que inhibe el reclutamiento de foliculos
primordiales (a. reclutamiento inicial) y el crecimiento de foliculos FSH-dependientes
(b. reclutamiento ciclico).

Fuente: Céliz, (2017).

3.2.2. Técnica de diagnostico para la determinacién de AMH (ELISA)

La técnica mas utilizada para determinar concentraciones de hormonas es la técnica de
Elisa. La méas utilizada es la denominada Elisa en sandwich, la cual utiliza dos
anticuerpos reactivos con diferentes epitopes del antigeno cuya concentracion se desea
determinar (Abbas et al., 2012). La técnica de Elisa en sandwich se utiliza para
identificar un antigeno especifico de la muestra. La superficie de los pocillos se prepara
con una cantidad limite de anticuerpos conocida, para capturar el antigeno. Después de
la union no especifica se bloquean los sitios libres de la placa utilizando albumina de

suero bovino. Se agrega la muestra a la placa y a continuacién se afiade un anticuerpo
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primario especifico para el antigeno. Después se agrega un anticuerpo secundario ligado
a enzimas, que se unen al anticuerpo primario, conjugados anticuerpo-enzima no unido
se eliminan mediante lavado. Se afiade el sustrato que es enzimaticamente convertido y

genera un color que puede ser cuantificado (Gan & Patel, 2013).

3.3. Produccion de embriones in vitro (P1V)
En la actualidad la produccion de embriones in vitro (P1V) es una de las biotecnologias
mas importantes que han aportado la reproduccion asistida, permitiendo aumentar la
produccidn, seleccion y comercializacién de embriones bovinos (Fernandez et al.,
2007). A partir de la PIV se dio inicio al desarrollo de nuevas biotecnologias como la
clonacion, la micro manipulacién de embriones, etc. (Gonella et al., 2013); diversas
herramientas que permiten manipular la actividad reproductiva con el fin de propagar
con rapidez los animales superiores y sus genes, con el proposito de mejorar la calidad
de sus productos. Al igual que la implementacion de métodos hormonales para provocar
superovulacién o el desarrollo de métodos efectivos para la obtencion de ovocitos en los

animales vivos de interés zootécnico (OPU) (Fernandez et al., 2007).

En bovinos, se ha confirmado la eficiencia de estas biotecnologias, pues OPU y PIV
para la produccion de embriones de animales de élite se han comercializado cada vez
mas en la industria de la cria de ganado, el aumento de la produccion de ovocitos y
embriones de estos animales de élite durante un intervalo limitado es obviamente una
clave para la aplicacion exitosa de técnicas de reproduccion asistida (Chaubal et al.,
2006). Es importante sefialar su aplicacion para activar la funcion genésica en animales
que no responden a los tratamientos de superovulacion, en vacas enfermas y en aquellas

destinadas para el sacrificio (Fernandez et al., 2007).
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La adopcién de biotecnologias ha permitido obtener gran cantidad de ovocitos para la
PIV, a partir de ovarios obtenidos de vacas o novillas del matadero (Fernandez et al.,
2007). Asi como también la recoleccion repetida de ovocitos in vivo mediante OPU
(Boni, 2012), los cuales han sido inseminados (FIV) con semen de alto valor genético,
logrando recuperar gran numero de embriones con potencial genético mejorado. Por
otro lado, en bovinos apenas entre el 20 y 50% de los ovocitos fertilizados in vitro,
terminan siendo embriones viables, sin embargo la tasa de fertilidad puede verse
afectada entre un 30 a 40% en funcion de la calidad de estos embriones, por cuanto la
calidad embrionaria se ha correlacionado con una mortalidad embrionaria temprana,

primeros 30 dias de gestacion (Fernandez et al., 2007).

3.4. Protocolo para produccion de embriones in vitro (P1V)
La produccion de embriones in vitro es una biotecnologia reproductiva con un gran
potencial en el mejoramiento genético porque permite un acortamiento del intervalo
generacional y logra aumentar la propagacién del material genético de todos los
animales que sobresalen del resto del hato. Ademas, se han venido utilizando a los
embriones como modelos para la investigacion de procesos metabolicos, genéticos y del
desarrollo de otras especies, incluso la especie humana. La PIV involucra las etapas de
colecta, maduracion (MIV), y fertilizacion in vitro (FIV) como tal. PIV es utilizada para
acelerar la produccion de animales genéticamente superiores y para impedir, por medio
de la aspiracion in vivo de foliculos, el descarte precoz de hembras genéticamente
privilegiadas portadoras de alteraciones adquiridas (no transmisibles genéticamente a su
descendencia) que impidan que la reproduccion ocurra de manera natural (Gonella et

al., 2013).
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3.4.1. Meétodos empleados para la recoleccion de ovocitos

Ramirez & Jiménez, (2010), indican que la recoleccion de ovocitos para el desarrollo de

tecnologias in vitro se puede realizar en dos formas:

e Recoleccion en animales post-mortem, se puede recoger por aspiracion de
foliculos visibles de 2-5mm de didmetro con jeringas de 5-10cc y aguja de
calibre 18G, o mediante el método de corte de la superficie e interior del ovario
con cuchillas separadas por 2 mm.

e Recoleccion en animales vivos, se la puede realizar por aspiracion transvaginal
guiada por ultrasonido que se puede realizar durante todos los estados del ciclo
estral, durante el primer trimestre de gestacion y adn en animales prepuberes, y

por laparoscopia/laparotomia.

En un estudio realizado por Quintana et al., (2012), indican que el método por
disecciéon quirargica de los foliculos es més eficiente que la puncion o aspiracion
folicular, se menciona que con la aspiracion se obtienen menor cantidad de COC’s que
con la diseccién folicular, ya que, por puncion folicular se aspiran foliculos de 2 a 8mm
de didmetro, mientras que el método de diseccion involucra una mayor proporcion de la
poblacion folicular. No obstante, se reportan una mayor tasa de desarrollo en embriones
producidos por FIV de ovocitos obtenidos por aspiracion con respecto al método de
diseccién (Quintana et al., 2012). Alvarado, (2017), también reporta que la cantidad de
ovocitos de clase A y B obtenidos de las hembras jovenes de raza criolla alcanza el
55,7% del total de ovocitos recuperados por la técnica OPU, mientras que la tasa de
ovocitos recuperados de ovarios de matadero por medio de aspiracion folicular fue de

67,2%.
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3.4.2. Sistema de produccion in vitro de embriones

El proceso de produccion in vitro de embriones bovinos puede dividirse en tres pasos
fundamentales, los cuales, independientemente del protocolo utilizado, en orden

cronoldgico son:

e Maduracion de ovocitos

La maduracion de ovocitos es un proceso complejo que comprende maduracion nuclear
(reanudacién de la meiosis y progresion de la vesicula germinal) a la metafase I, y
maduracion citoplasmatica (migracién de organelas como grénulos corticales,
mitocondrias y cambios bioquimicos en el citoplasma). Los ovocitos para ser fértiles
tienen que pasar por un proceso, de desarrollo y diferenciacion para que alcance la
metafase Il. La maduracién depende de la interaccion de varios factores como, la
temperatura, osmolaridad, pH y concentracion de hormona siendo esta ultima el factor

mas importante (Estrella & Suconota, 2018).

Los embriones producidos in vitro son capaces de alcanzar la etapa de blastocistos
mediante la utilizacion de varios medios de maduracién y para ello un gran nimero de
medios, bajo diferentes condiciones y protocolos (Espin, 2018). De este modo la
composicion de los medios y el ambiente controlado por estufas de cultivo, deben
brindar un ambiente adecuado para que la maduraciéon ocurra en 24hs de un modo

similar a lo que sucede in vivo en el bovino (Pelaez, 2011).

Las condiciones utilizadas en la mayoria de los laboratorios para lograr este ambiente,
involucra el uso de medios de cultivo tales como el medio de cultivo tisular 199 (TCM

199), suplementado con hormonas (LH, FSH, estradiol, etc.), antioxidantes (glutation,
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cisteamina, cistina), factores de crecimiento y macromoléculas (suero, albumina), en

una atmosfera de 5% CO2 a 38,5°C y humedad a saturacion (Peléez, 2011).

El fluido sintético de oviducto (SOF), es un medio simple cuya composicion esta
basada en el analisis bioquimico del fluido de oviducto ovino, méas el segregado de
albumina sérica bovina (BSA). La capacidad del SOF para promover el desarrollo
embrionario mejora cuando el cultivo se efectia en una atmosfera con baja tension de
oxigeno (5-7%). ElI SOF no es un medio ideal para MIV, sin embargo, es un medio que
facilmente puede ser suplementado con diversas sustancias debido a su composicion
mas simple ya que sus componentes son mas especificos siendo mas facil para

investigar su accion al contrario del TMC, cuya composicion es compleja (Espin, 2018).

El suero afiadido al medio de maduracion in vitro a menudo permite una mejora en la
calidad del ovocito, en la tasa de fertilizacion y en el desarrollo embrionario. La
eficiencia en la funcion de las células del cimulo durante la maduracion in vitro de los
ovocitos, se reportaron principalmente por la utilizacion de suero al medio de
maduracion. Su uso, sin embargo, oculta la comprension auténtica de las funciones de
las células del cimulos o de los componentes quimicos afiadidos durante el proceso de

maduracion (Espin, 2018).

e Fecundacion de ovocitos maduros

Consiste en incubar los 6vulos madurados con espermatozoides vivos y moviles durante
un periodo de 6 a 24 horas, luego de un proceso de seleccién y capacitacion espermatica
gue nos permitira deshacernos de componente del plasma seminal, crioprotectores y
espermatozoides muertos o con escasa vitalidad. En el caso de la fecundacion in vitro,

los ovocitos maduros son cocultivados con espermatozoides en medios especiales y en
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un ambiente controlado por estufas de cultivo por un tiempo comprendido entre 5-24
horas dependiendo del protocolo, la concentracién de espermatozoides y la calidad del

semen utilizado (Peléez, 2011).

El semen debe ser tratado antes de cocultivar los espermatozoides con los ovocitos, esto
se logra mediante técnicas, las méas utilizadas son basadas en la migracion de los
espermatozoides (swim up) y la centrifugacién en gradientes de densidad (percoll). Por
ultimo se efectta la dilucion y el conteo de los espermatozoides motiles para alcanzar
habitualmente una dosis inseminante de 1-6 millones de espermatozoides por ml de
medio de fecundacion dependiendo del protocolo utilizado (Peldez, 2011). El ovocito
maduro, permanece en metafase Il hasta su fertilizacion, al ser fecundado, completa la
meiosis Il y extrude el 2° corpusculo polar. La cabeza del espermatozoide forma el
prondcleo masculino y el nucleo del ovulo el pronucleo femenino, los cuales se
fusionan para completar el nimero diploide. Para realizar FIV los COC’s maduros son
lavados y se colocados en gotas de inseminacion junto con el medio de fecundacion el

cual contiene los espermatozoides (Estrella & Suconota, 2018).

e Cultivo de embriones (CIV)

Finalizada la etapa de fertilizacion in vitro, los ovocitos fertilizados son sometidos a la
etapa de cultivo. El objetivo de esta etapa es permitir que lo ovocitos fertilizados se
desarrollen hasta un estadio embrionario en la que se pueda realizar la trasferencia a la
hembra receptora (Gonella et al., 2013. Los embriones resultantes de FIV son
cambiados del medio de fecundacion a un medio de cultivo, contintan su division
celular (8, 16, 32 células) hasta llegar a morulas y blastocitos. Durante esta etapa
destacan la presencia en el medio de cultivo de diversas fuentes de energia como la

glucosa y aminoacidos esenciales y no esenciales (Estrella & Suconota, 2018).
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Se citan dos sistemas de cultivo, los sistemas abierto y cerrado, de las cuales el sistema
cerrado es de mayor interés, ya que, el modo mas corriente de efectuar este tipo de
cultivo es el de las “microgotas”. Las microgotas, consiste en colocar un determinado
numero de gotas, habitualmente con un volumen de 50 o 100 pl, en una placa petri y
recubiertas posteriormente con aceite de parafina o silicona. El agua no se evapora
facilmente, pero algunos de los componentes del medio pueden ser soluble en aceite;
por ello, hay que equilibrarlo, antes de iniciar el periodo de cultivo. El sistema de
microgotas permite una identificacion individual de los oocitos, minimiza los riesgos de

contaminacion y facilita el cultivo independiente de los oocitos y una observacion de los

mismos mas facil que con otros sistemas (Espin, 2018).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Materiales Bioldgicos

e Hormonas
o Dispositivo intravaginal de liberacion de progesterona (1,3 g)
o Benzoato de estradiol (Gonadiol®)
o Dinoprost Trometamina (Lutalyse®)

e Vaconas Holstein mestizas

4.1.2. Materiales Quimicos

e Gel lubricante

e Alcohol 70%

e Medio de recoleccion PBS

e Kitde Elisa

e Lidocaina 2% (Roxicaina®)
e Xilacina 2% (Dormi-xyl®)

e Heparina

e Amonio cuaternario 10%

4.1.3. Materiales Fisicos

e Equipo de ultrasonido

e Transductor sectorial

e Equipo de OPU

e Lector de placas de ELISA
e Jeringas de 10-20 ml.

e Tubos 3k EDTA 4 ml

e Agujas vacutainer

e Cooler

e Bomba de aspiracion

e Sistema de Guia de Aguja con aguja larga desechable 20G
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Set de mangueras

Torundas de alcohol

Guantes Nitrilo

Guantes Ginecoldgicos

Cémara fotogréfica

Teléfono movil

Materiales de oficina

Cuaderno de campo

Esferos

Medios extraibles (Memory USB)

Marcadores

4.1.4. Materiales de Laboratorio

Micropipetas

Puntas de pipetas automaticas
Capilares

Pipetas automaticas

Placas petri cuadriculadas
Estéreo microscopio

Tubos eppendor

Tubos Falcon

Platina de calefaccion

Filtro EMCOM
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4.2. Metodos

4.2.1. Area de estudio
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La investigacion se realizo en ganaderias que se encuentran ubicadas en la provincia del
Azuay (region sur del Ecuador). Estd se encuentra constituida por 15 cantones, 27
parroquias urbanas y 60 parroquias rurales. Posee dos zonas, el area denominada los
Andes (oriental y occidental) y la zona costanera (oeste). El clima es variable desde el
tropical hasta el glacial. Presenta dos estaciones definidas: hiumeda y seca. En el

Occidente la temperatura oscila entre los 20 °C y 33 °C, mientras que, en la zona

Figura 4: Ubicacion del area de estudio (Azuay).

Fuente: Directorio cartografico de Google Maps, 2019.

4.2.2. Ubicacion politica-geografica

andina, ésta suele estar entre los 10 °C y 28 °C (Gafan & Londa, 2020).

4.2.3. Unidades experimentales

Se realizaron dos experimentos:
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El primer experimento determind los niveles plasmaticos de hormona
Antimulleriana (AMH) y su relaciéon con el recuento de foliculos antrales (RFA)
presentes en el reinicio de la onda folicular. Para ello se valoraron 61 vaconas
Holstein mestizas, edad comprendida entre 16 a 24 meses, criadas sobre los 2.500
msnm, en sistemas pastoriles.

El segundo experimento evalud la cantidad y calidad de foliculos disponibles
durante cada sesion de OPU, en 5 vaconas de raza Holstein Mestizas del grupo de
baja y 5 vaconas de grupo de alta concentracion de AMH, determinadas en el

experimento 1.

4.2.4. Disefio experimental

4.2.4.1. Experimento 1: Fue un trabajo de tipo descriptivo, se determind

las siguientes variables:

Nivel plasmatico de hormona Antimulleriana (AMH)
Recuento de foliculos antrales (RFA), en el momento del reinicio de la onda

folicular.
Correlacion entre el RFA y la AMH en el total de animales en estudio.

Valoracién del nimero de foliculos antrales en los grupos de alta, media y baja

concentracion de hormona Antimulleriana (AMH).

El estudio se desarroll6 con 61 vaconas Holstein mestizas que estuvieron dentro de un

rango de edad de 16 a 24 meses, criadas sobre los 2.500 msnm, en sistema pastoril.

Criterios de inclusion:

Vaconas de raza Holstein Mestizas

Criadas sobre los 2.500 msnm
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e Edad entre 16 a 24 meses
e Ciclicas
e CCde25a3(1-5), de acuerdo a lo descrito por (Song et al., 2019)

e Sanas

Criterios de exclusion:

e Vaconas que no ovularon luego del protocolo de sincronizacion
e Animales que se enfermaron o murieron durante el experimento
Desarrollo experimental:

En primera instancia se seleccionaron ganaderias, dentro de la provincia del Azuay que

posean vaconas que cumplan los criterios de inclusion descritos.

Protocolo de sincronizacion de la onda de crecimiento folicular:

El dia 0 de inicio del protocolo se coloco un dispositivo intravaginal de liberacion de
progesterona (DIV 1.3 g) + 2 mg de BE (Gonadiol®), via im. Dia 7 por la mafiana
(06h00) se aplicd una dosis de 25 mg de un agente luteolitico a base de Dinoprost
Trometamina (Lutalyse®) y se retiré el implante, mas la aplicacién de un parche
detector de celo. El dia 8, las vaconas recibieron 1 mg de benzoato de estradiol

(Gonadiol®), via im. (Fig 5).
Recuento de foliculos antrales (RFA)

El recuento de foliculos antrales (RFA) fue realizado el dia 11 del protocolo, para esto
los ovarios fueron escaneados transrectalmente con un ecografo provisto de un
transductor lineal de 7.5 MHz (Aloka ProSound 2®, Tokyo-Japén). Se contabilizaron

los foliculos antrales >4mm, utilizando la técnica descrita por Ayala et al., (2019),
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brevemente esta consiste en un barrido latero-medial, dorso-ventral y craneo-caudal,

primero del ovario derecho y luego el izquierdo (Fig 5).

US
BE PG BE (RFA+MS)
CIDR | |
0 7 8 11

Figura 5: Esquema del protocolo de sincronizacion de la onda de crecimiento folicular.
Evaluacion ultrasonogréfica y toma de muestra de sangre, para la determinacién de la
concentracion de Hormona Antimulleriana y recuento de foliculos >4mm.
RFA=recuento de foliculos antrales. US=ultrasonografia. MS=toma de muestras de
sangre. BE=benzoato de estradiol. PG=prostaglandina. FPO=foliculo preovulatorio.

CIDR=dispositivo de progesterona.

Determinacion de la concentracion plasmatica de la Hormona Antimulleriana (AMH)

El dia 11 del protocolo por la mafiana se procedié a extraer una muestra sanguinea, en
tubos al vacio con EDTA (Vacutainer®), mediante puncién de la vena coccigea.
Inmediatamente después de la extraccion las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm
por 10 minutos, y el plasma obtenido se retir6 y almacend en alicuotas a -20°C, hasta el
posterior analisis de la AMH.

La concentracion plasmatica de AMH fue determinada mediante el kit ELISA tipo
sandwich, (kit DL-AMH-b, Develop® China), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, la prueba se basé en la intensidad del color mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 450 nm. El kit de acuerdo con el
fabricante present6 una sensibilidad del ensayo inferior a 0.117 ng/ml, mientras que los

coeficientes de variacion inter e intra-ensayo fueron <10 y <12% respectivamente.
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Formacion de grupos de alta, media y baja concentracion de AMH:

Una vez determinado la concentracion plasmatica de AMH de cada una de las 61
vaconas en estudio, estas fueron divididas en tres grupos de acuerdo con los niveles de
AMH: grupo de alto nivel de AMH (>0,25 ng/ml; n=16), grupo con nivel medio de

AMH (0,05-0,25 ng/ml; n=26) y grupo de bajo nivel de AMH (<0,05 ng/ml; n=19).

4.2.4.2. Experimento 2: Fue de tipo descriptivo cuasi experimental.

Con la informacion de los niveles plasmaticos de las 61 vaconas evaluadas en el
experimento 1, se tomaron al azar 5 vaconas clasificadas con alta concentracion (>0,25
ng/ml) y 5 de baja (<0,05 ng/ml) concentracién de AMH. Estos animales recibieron tres

sesiones de OPU cada uno.

Grupos:
e (G1=5 vaconas con niveles altos de AMH, G2=5 vaconas con niveles bajos de AMH

Criterios de inclusion:

Vaconas de raza Holstein Mestizas valoradas en el experimento 1
¢ Nivel plasmético de AMH >0,25 ng/ml (G1)

¢ Nivel plasmético de AMH <0,05 ng/ml (G2)

e Ciclicas

e (CCde2,5a3(1-5) la CC fue valorada segun los criterios de (Song et al., 2019).
Criterios de exclusion:

e Vaconas que enfermaran durante las sesiones de OPU

Variables evaluadas:

e Numero de foliculos entre 5-8mm observados en los dos ovarios, previo a cada
sesion de OPU
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e NuUumero de COC’s recuperados

e Numero de COC’s tipo A, B, C y D obtenidos en cada sesion de OPU, clasificacion

propuesta por (De Loos et al., 1989).

e Nuumero de COC’s clasificados como aptos y no aptos para la produccion de

embriones de acuerdo a lo descrito por (Ayala et al., 2020).

Desarrollo del experimento E2:

Preparacion de las vaconas para las sesiones de OPU:

Las vaconas fueron colocadas en una manga con sus respectivas consideraciones de
bioseguridad tanto para el operador como para el animal. La parte posterior del animal
fue lavada con agua y desinfectada con una solucion de amonio cuaternario al 10%.
Luego del proceso aséptico, se realizd la insensibilizacion y tranquilizacion por via
epidural (Gltima sacra y primera coccigea) mediante una mezcla de lidocaina al 2%

(Roxicaina®) y xilacina al 2% (Dormi-xyl®).
Valoracion y aspiracion de los foliculos disponibles en cada sesion de OPU:

Los ovarios se visualizaron y todos los foliculos entre 5 y 8 mm fueron en primera
instancia contados. Luego se procedi6 a la aspiracion de estos utilizando un escaner de
ultrasonido portéatil (Prosound 2, Aloka, Japdn), equipado con un transductor sectorial
de 7.5 MHz ensamblado en un soporte de sonda, utilizado por via transvaginal. Este
ultimo contenia la guia de puncién conformada por una aguja hipodérmica desechable
(1.2 x 75 mm) conectada en un extremo a un tubo cénico de 50 ml, a través de un
sistema de teflon y el otro a una bomba de aspiracion al vacio (WTA BV 003D, Brasil)
con una presion regulada a 70 mmHg. Se uso solucion salina tamponada con fosfato

(PBS) suplementada con antibiotico y heparina como medio de recoleccion de COC’s,
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que se mantuvo a 37 °C mientras se realizaba la OPU. Para lograr sincronizar la onda
folicular antes de la primera sesion de OPU, se realizé ablacion de los foliculos >5mm
de los dos ovarios de cada una de las vaconas y a continuacion se realizaron tres

sesiones de OPU (Fig 6).
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Figura 6: Protocolo de sesiones de OPU en cada uno de los grupos experimentales (G1;
G2).

Evaluacion de los COC’s aspirados por OPU:

Inmediatamente después de la sesion OPU, el contenido del tubo se pasé a un filtro
EmCon (Zona™, Agtech, USA), y este fue transferido a una placa Petri cuadriculada de
95 mm. Bajo un estereoscopio (SMZ 745, Nikon, Japon), los COC’s fueron
identificados y clasificados morfolégicamente en primera instancia segun los criterios
descritos por (De Loos et al., 1989). Brevemente: Calidad A; apariencia compacta, con
maltiples capas (>4) de células de cumulus, citoplasma granular uniforme y
transparente; Calidad B: con 1 a 3 capas de células de cumulus que cubrian la zona
pellcida, con citoplasma opaco que fuese total o parcialmente homogéneo y finamente
granulado; Calidad C: parcial o totalmente denudados, citoplasma con areas oscuras

irregulares; Calidad D: células del cimulus completamente expandidas y decoloradas.
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Luego los COC’s fueron reagrupados en aptos (Tipo A y B) y no aptos (Tipo C y D)

para la produccién de embriones in vitro, como lo describi6 (Ayala et al., 2020).

Tipo: D
Figura 7: Clasificacion morfologica de los COC’s.

Fuente: Ayala et al., (2020)

4.2.5. Analisis estadistico:

Los datos fueron tabulados en Excel y el analisis estadistico se realizd mediante el
programa estadistico SPSS® version 25. Se establecieron estadigrafos principales en los
experimentos. Los niveles de la hormona Antimulleriana de las 61 vaconas se expresan
en medias y desviacion estandar, asi como sus valores minimos y méaximos. Para
determinar la correlacion entre el RFA y la AMH se utilizé la prueba de Pearson;

ademas, se aplicé regresion lineal simple.

Para la organizacion de las 61 vaquillas en grupos con alta (n=16; >0,25 ng/ml), media
(n=26; entre 0,05-0,25 ng/ml) y baja (n=19; <0,05 ng/ml) concentracion de hormona

Antimulleriana se utilizé terciles.
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Para comparar el nimero de foliculos, COC’s y el niumero dentro de cada tipo de
clasificacion (A; B; C; D) o (aptos y no aptos) en los grupos de vaquillas (con alta y

baja concentracién de AMH), se utilizé la prueba de T de Student.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Concentracion plasmatica media de hormona Antimulleriana (AMH)
La concentracion media plasmatica de la hormona Antimulleriana medida en el dia 0,
momento determinado en nuestro estudio como el reinicio de la onda folicular fue de
0,13 £ 0,01 ng/mL en todas las vaquillas Holstein mestizas, este valor plasmatico se
ubico entre un valor minimo de 0,03 y mé&ximo 0,40 ng/mL (Tabla 1). El valor
plasméatico de AMH reportado en este estudio fue menor al reportado por Baldrighi et
al., (2014), quienes encontraron una concentracion de (0,24 ng/mL) en vaconas Holstein
en condiciones subtropicales de Brasil. La diferencia de concentracion de AMH de
nuestro estudio se acentta aun mas si lo comparamos con el estudio de Guerreiro et al.,
(2014), quienes reportan valores de (0,3 £ 0,03 ng/mL) en vaquillas Holstein en la

misma condicién de clima subtropical.

La variacion entre la concentracion plasmatica de AMH entre nuestro estudio con
respecto a los otros estudios con los que se compar0 quizads se deba al tipo de Kit
empleado para la cuantificacion de AMH, en nuestro estudio se utilizd un kit de Elisa
tipo sandwich, DL-AMH-b (Develop®), China; mientras que en el estudio de Baldrighi
et al., (2014), se utilizo6 el kit de Elisa Ansh Labs, Webster, TX, USA y en el de
Guerreiro et al., (2014), se uso el kit Bovine AMH enzyme-linked immunosorbent assay
AL-114 kit (Ansh Labs, USA). Muchos estudios han determinado que la sensibilidad de

los Kits de Elisa puede ocasionar una variabilidad en la concentracion hormonal.

La diferencia en las concentraciones maximas de la AMH entre los trabajos antes
mencionados y en esta investigacion, podrian ser el nivel genético de las vacas
utilizadas (Holstein puras vs. Holstein mestizas), asi como, el sistema de manejo y

alimentacion (estabuladas vs. pastoreo) y condiciones ambientales propias de la zona de
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trabajo (tropico bajo y trépico alto), las primeras, son regiones que se encuentran a 300

msnm nivel del mar mientras que el presente estudio fue realizado en zonas que superan

los 2.500 msnm.

Las condiciones ambientales a decir de autores como Baldrighi et al., (2014); Ayala et
al., (2019), podrian estar generando un cambio en la fisiologia ovérica, estos cambios
podrian ser relacionados al numero de foliculos antrales reclutados en estos animales
que estan relacionados directamente con la produccion de AMH como ya se describio
anteriormente (Monniaux et al., 2010). Por lo tanto, una menor cantidad de foliculos
pequefios en crecimiento se correlacionan con una menor concentracion plasmaética de
AMH , esta relacion es fortalecido por lo mencionado por Batista et al., (2014) y
Guerreiro et al., (2014), quienes describen que la concentracién de AMH varia mucho
entre individuos de la misma raza y entre razas de ganado, considerando como patrén

fundamental la poblacion de foliculos antrales.

5.2. Recuento de foliculos antrales (RFA)
La poblacion media de foliculos > 4mm determinado a través de ecografia transrectal en
el dia 11 del ciclo estral fue de 17,03 + 0,61 foliculos esta poblacion folicular se ubico

entre un nimero de 9 y 29 foliculos (Tabla 1).
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Tabla 1: Valores descriptivos de los niveles de hormona antimulleriana (AMH) vy el
recuento de foliculos antrales (FRA) en vaconas Holstein mestizas.

— Valores Cuartiles
Variable n X i i

Minimo Maximo 25% 50% 75%
0,13+

61 0,11 0,03 0,40 0,05 0,09 0,25
(AMH ng/ml) 0,11
17,03

61 9,00 29,00 13,50 17,00 21,00
(# RFA) +4,48
2,64+

Condicién Corporal 61 0.26 2,25 300 250 250 3,00

61 3949 154 3500 425,0 389,0 398,0 403,0
Peso (kg)

61 19,95 1,38 17,00 24,00 19,00 20,00 21,00
Edad (meses)

N=muestra. X=valor medio. DE=desviacion estandar.

En nuestro estudio, el valor medio de RFA obtenido fue de 17,03 + 4,48 foliculos, estos
valores son similares a los reportados por Mossa et al., (2012), quienes encontraron una
media de 18,5 £ 9,0 foliculos en vacas Holstein valoradas en diferentes épocas del afio y
criadas bajo un sistema de alimentaciéon de pastoreo en Irlanda. Estos resultados son
corroborados por Sartori et al., (2016), quienes reportan una poblacién media de
foliculos de 12,7 + 5,8, rango de 5-40, en vacas Holstein y Nelore criadas bajo un
sistema de alimentacion intensivo de racion totalmente mezclada (TMR) en condiciones

ambientales semitropicales.

Sin embargo, en otros trabajos realizados en vacas de genotipo lechero (Holstein) se
establecen un RFA superior al determinado en la presente investigacion, como el
realizado por Gobikrushanth et al., (2017), quienes establecieron una media 23 £+ 1

foliculos en un rango 6-45 foliculos , u otro trabajo realizado por Furukawa et al.,
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(2020), quienes determinaron valores medios de 27,2 + 12,2 y un rango de 3,4-52,0

foliculos.

Esta diferencia entre los valores del RFA podria ser explicados por los enunciados de
Tovio, (2012) y Sartori et al., (2016), quienes describieron que la alimentacion y otros
factores medioambientales pueden llegar a alterar la funcién ovarica y por ende el
namero de foliculos antrales pequefios en crecimiento presentes en el momento del
reinicio de la onda folicular. En este aspecto hay que considerar que la sierra del
Ecuador es una zona templada ubicada sobre los 2.500 msnm, con varias formaciones
agroecoldgicas, topografia accidentada, suelos erosionados con baja fertilidad (Malizia
et al., 2020). Donde existe alto grado de mestizaje (cruces) entre el ganado Criollo de la
zona y la raza Hosltein (introducida), estos bovinos a través de los afios han logrado
cualidades notables, como un alto instinto materno; excepcional resistencia a
enfermedades; elevada capacidad para aprovechar la escasa, dispersa y variada
vegetacion natural, como los rastrojos de los cultivos y una menor exigencia en la
tecnificacion de las condiciones de manejo existentes en las explotaciones de la zona

(Aguirre et al., 2011).

Estas caracteristicas propias de la zona y la evidencia cientifica sobre como el vivir en
regiones altas afecta negativamente algunas funciones corporales, como la reproductiva
en humanos (Verratti & Di Giulio, 2012), o el grado de hipoxia hipobérica y el estrés
oxidativo que sufren los ovinos en zonas altas, y como influye en el funcionamiento del
eje Hipotalamo, hipdfisis, ovarios, comprometiendo la foliculogénesis, crecimiento del
cuerpo lateo y la expresion de los genes IGF-1 y IGF-11 (Parraguez et al., 2013),
Ilegando a reducir la fertilidad de estos animales, situacién diferente se ha observado en

los ovinos que viven a nivel del mar (Parraguez & Gonzales, 2020).
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Esto sumado a las condiciones nutricionales propias de la zona, podrian alterar el medio
metabolico y endocrino de la descendencia de estos bovinos (Santos et al., 2008). En
este contexto, estudios de epigenética (reprogramacion) describen que el medio
ambiente que rodea a la madre afecta al nuevo ser durante su vida fetal, ejerciendo
profunda influencia en el desarrollo, y funcién fisiolégica como la actividad del eje
hipotdlamo hipofisis ovarios, la produccion de FSH, LH, asi como el proceso de

ovulacion (Parraguez & Gonzales, 2020).

En la especie bovina se observo que las terneras nacidas de madres con restriccion
nutricional (60% del requerimiento nutricional materno, durante los primeros 110 dias
de gestacion) mostraron recuento de foliculos antrales (RFA) més bajos (15,8 + 1,8
foliculos), con niveles de AMH maéas bajos y mayores valores de FSH, vs. la
descendencia de madres que consumieron el 120% del requerimiento nutricional (RFA=
23,6 = 1,9) (Mossa et al., 2013), lo cual podria alterar los niveles de AMH de estos

animales en estas condiciones.

5.3. Relacién entre el recuento de foliculos antrales y los niveles plasmaticos de

antimulleriana

En nuestro estudio se determind una relacion entre los niveles plasmaticos de la AMH
con el recuento total de foliculos de > 4mm de tamafo (r= 0,89; p<0,0001). Ademas, el
79% de la variabilidad media del RFA podria ser explicado por el modelo de regresion

lineal ajustada especificado en la Fig. 8 (R*=0,79).
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Figura 8: Representacion de la asociacion entre los niveles plasmaticos de la hormona
Antimulleriana (AMH) con el recuento foliculos antrales (RFA). Se muestra una linea

de regresion lineal simple con su ecuacién para facilitar la interpretacion de los datos.

Rico et al., (2009), establecieron una correlacion entre el RFA y AMH de r=0,79;
p<0,001, similar a la establecida en esta investigacion (r=0,89; p<0,001). Por otro lado,
autores como Guerreiro et al., (2014), describen la existencia de una asociacion entre el
RFA y la AMH (R?=0,61; p<0,001), y por lo tanto, la cantidad de foliculos antrales
podrian ser predichos hasta en un 61% por la concentracién plasmatica de AMH. Esta
asociacion guarda concordancia con lo determinado en el presente estudio (R*=0,79;
p<0,001; Fig. 8). Por lo tanto, y a pesar de la diferencia en el valor maximo de la AMH,;
la relacion y la asociacion entre el RFA y los niveles de AMH mantienen similitud en
los diferentes trabajos analizados, lo que nos permite pensar que se puede considerar la

AMH como un biomarcador endocrino que determina la cantidad de foliculos antrales.

Asimismo, cuando se valor0 a los animales de nuestro estudio agrupadas en
concordancia con la concentracion de hormona Antimulleriana permitié establecer que

el 31,1% (n=19); el 42,6% (n=26) y el 26,2% (n=16) estos animales se encontraban en
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el grupo bajo, medio y alto nivel plasmatico de AMH respectivamente. Ademas, se
observo diferencia estadistica (P<0,05) entre la concentracion media plasmatica de
AMH, en los grupos de bajo (0,04 £ 0,001 ng/mL); medio (0,09 + 0,003 ng/mL); alto
(0,31 £ 0,009 ng/mL), Fig. 9.

Al realizar el recuento de foliculos antrales se observo que el grupo de alto nivel de

AMH (23,3 + 0,71), tenia mayor RFA respecto al grupo medio AMH (17,0 + 0,30) y al

grupo de bajo AMH (11,8 + 0,43; P<0,05 para todos; Fig. 10).

P=0.05
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Figura 9: Valores medio y error estandar de la concentracion plasmatica de Hormona
Antimulleriana en grupos de baja (blanco), media (gris) y alta (punteada). Diferentes

literales indican diferencia estadistica entre grupos (P<0,01).

La concentracién media plasmatica de AMH y nimero total de RFA en el presente
trabajo fue menor al descrito por Guerreiro et al., (2014), quienes agruparon las
vaquillas en animales con alto y bajo nivel de AMH, determinando un valor medio de
de 0,2 £ 0,01 ng/mL para el grupo de baja 'y 0,4 £ 0,02 grupo de alta. Estos valores son
similares a los establecidos por Baldrighi et al., (2014), quienes describen valores de

0,13 £ 0,02 ng/mL (baja); 0,54 + 0,11 ng/mL (alta). Una de las posibles explicaciones a
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estas diferencias en la concentracion de AMH, estaria dada por el nUmero medio de
foliculos antrales encontrados en estos dos experimentos, asi, Baldrighi et al., (2014),
establecieron un valor de 24,1 + 1,3 foliculos (baja) y en el de alta 68,5 + 17,5 foliculos;
es decir el doble del RFA respecto a nuestro trabajo (Fig. 10) y como ya se menciond
con anterioridad la cantidad de foliculos antrales se correlaciona positivamente con la

concentracion plasméatica de AMH.

P=0.05
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Figura 10: Valores medios y error estandar del recuento de foliculos antrales (RFA), en
los grupos de baja (blanco), media (gris) y alta (punteada) concentracion de AMH..

Diferentes literales indican diferencia estadistica entre grupos (P<0,01).

5.4. Relacién entre la cantidad y calidad de COC’s obtenidos por OPU

Un total de 450 foliculos fueron aspirados en 30 sesiones de OPU de estos foliculos se
obtuvo 193 COC’s, lo que permitio establecer un porcentaje de recuperacion del 42,9%
lo cual se encuentra por debajo del porcentaje (56,3%) descrito por Alvarado et al.,
(2015), para ganado Holstein; asi como de los trabajos de Ayala et al., (2020), en

ganado criollo ecuatoriano. Ademas, del 43,5 % (n=84) de los COC’s obtenidos fueron
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de tipo A, el 32,1% (n=62) de tipo B, el 18,7% (n=36) de tipo C y el restante 5,7%
(n=11) de tipo D. Del total COC’s (193) recuperados, estos fueron clasificados en aptos
(75,6%) y no aptos (24,4%) para la realizacion de PIV (Tabla 2). El porcentaje de
COC’s aptos y no aptos obtenidos en el presente trabajo difiere de los determinados por
Alvarado et al., (2015), quienes establecieron un 37% de COC’s aptos y un 63% de no
aptos, esta diferencia podria ser explicada el nimero de sesiones de OPU sucesivas

realizadas en los dos trabajos y el tipo de sincronizacion utilizada.

Tabla 2: Respuesta ovarica de vaconas Holstein mestizas sometidas a la técnica de

OPU sin estimulacion ovérica (media + desviacion estandar).

Variable x Valores
(n=30) Minimo  Méaximo

Foliculos aspirados/sesion 15,5+4,99 5 26
Ovocitos recuperados/sesion 6,66+2,81 2 12
% de recuperacion de COC’s 42,9

COC’s Tipo A 2,9 1,69 0 8

COC’s Tipo B 2,1 1,38 0 5

COC’sTipo C 1,2 1,21 0 4

COC’s Tipo D 0,4 0,73 0 3
COC’s Aptos (A+B) 5,0 2,51 0 12
COC’s no Aptos (C+D) 1,6 1,68 0 6

Se determind un valor medio de AMH de 0,04 + 0,001 ng/ml (bajo) y 0,28 + 0,001

ng/ml (alto), (Tabla 3).

Las vaquillas que tuvieron un alto nivel de AMH proporcionaron un 41,38% mas de
foliculos antrales de 5 y 8 mm, comparado con el grupo de bajo nivel de AMH

(P<0,001; Tabla 3) en el dia de la OPU. Ademas, el porcentaje de recuperacion de
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ovocitos fue mayor en el grupo de alto comparado con el de bajo nivel de AMH,

(45,59% vs. 37,24%; P<0,001).

Esta particularidad observada en nuestro estudio, relacionado al grupo de alta
concentracion de AMH proporcion6 mayor nimero de foliculos antrales disponibles
para la aspiracion folicular ecoguiada (OPU), en comparacion a los animales con baja
concentracion guarda relacion con lo determinado por Vernunft et al., (2015), quienes
describen en su trabajo en vaquillas Holstein, realizado en Alemania, que el grupo de
alta concentracién proporciona 11,9 + 2,0 foliculos vs. los 7,7 + 0,6 en el grupo de baja
concentracion. Estos dos trabajos concuerdan con el realizado por Guerreiro et al.,
(2014), ellos observaron un 34,93% maés de foliculos antrales en las vaconas con alta
concentracion vs. las de baja concentracion de AMH, al igual que el porcentaje de
recuperacion de ovocitos fue 17,1% maés elevado en el grupo de alta concentracion de

AMH vs. los de baja.

Tabla 3: Valores medios y error estandar de los foliculos aspirados y ovocitos
recuperados en cada sesion mediante OPU, en los grupos de baja y alta concentracion
de AMH.

Variable Baja Alta Valor P

(n=5) (n=5)
AMH 0,04+0,001  0,284+0,001 <0,001
Foliculos aspirados/sesion 11,15+0,83  19,06+0,76  <0,001
Ovaocitos recuperados/sesion 4,15+0,32 8,69+0,49  <0,001
% de recuperaciéon de COC’s 37,24% 4559%  <0,001

De la totalidad de COC’s recuperados (n=193), en el grupo de alta concentracion de
AMH se obtuvieron el doble de COC’s en comparacion con el grupo de baja

concentracion de AMH (Tabla 3).
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Al clasificar el total de COC’s obtenidos (n=193) en tipo A; B; C y D, se determind que
los de tipo A fueron el doble en el grupo de alta vs. los de baja (3,75 + 0,36 vs. 1,85 £
0,39; p<0,001). Sin embargo, el valor medio de COC’s de tipos C fueron similares entre
sf (1,50 + 0,35 vs. 0,92 + 0,24; p>0,05).

Ademas, al agrupar el total de COC’s obtenidos en ovocitos aptos y no aptos para la
produccién de embriones in vitro, se establecio la existencia del doble de COC’s aptos
en el grupo de alta concentracion de AMH en comparacion con el de baja concentracion
(6,69 £ 0,49 vs. 3,00 + 0,38; <0,001). Pero esto no sucedio con los no aptos, mismos
que fueron similares en los dos grupos (Tabla 4).

El nimero y la calidad de COC’s obtenidos en cada uno de los grupos (alta y baja) del
presente trabajo son similares a los descritos por Guerreiro et al., (2014), en su trabajo
en vaquillas Holstein durante sesiones repetidas de OPU, asi ellos determinaron que el
grupo de alta concentracion de AMH proporcionaba el doble de COC’s aptos para el
cultivo in vitro.

Tabla 4: Valores medios y error estandar del tipo de COC’s obtenidos en cada sesién
mediante OPU, en los grupos de baja (n=5) y alta (n=5) concentracion de AMH.

Parametro Baja Alta P
Ovocitos recuperados/sesion 4,15+0,32 8,69+0,49 <0,001
COC’s Tipo A 1,85+0,39  3,75%0,36 <0,001
COC’s Tipo B 1,15+0,24 1,93+0,29 <0,001
COC’sTipo C 0,92+0,24 1,50£0,35 >0,05
COC’s Tipo D 0,23+0,12 0,50+0,22 >0,05
COC’s Aptos (A+B) 3,00+0,38  6,69+0,49 <0,001
COC’s no Aptos (C+D) 1,15£0,29  2,00£0,50 >0,05
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6. CONCLUSIONES

La concentracion minima de hormona Antimulleriana encontrada en el total de vaquillas
en estudio fue similar al descrito en otros trabajos a nivel internacional, no obstante, el
valor maximo difiere. Sin embargo, los niveles de AMH si guardan relacién con la

cantidad y calidad de ovocitos recuperados por OPU.

Los niveles de AMH se relacionan fuertemente con el recuento de foliculos antrales, por
lo tanto, se puede considerar a la AMH como un biomarcador endécrino confiable del

ndmero de foliculos antrales existentes al momento del reinicio de la onda folicular.

Los animales con alta concentracion de AMH proporcionan el doble de foliculos
antrales a ser aspirados en la OPU; ademas el porcentaje de recuperacion es mayor y se
obtienen el doble de COC’s aptos para la produccién de embriones in vitro en

comparacion con el grupo de baja concentracién de AMH.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Materiales y herramientas para protocolo de sincronizacion
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Anexo 2: Plantilla de registro del recuento de folicular
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Anexo 3: Materiales y equipos utilizados para el analisis de la AMH
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Anexo 6: Plantilla para el registro de la cantidad y calidad de foliculos observados y COC’s recuperados en cada sesion de OPU

Cantidad de # Foliculos Calidad de ovocitos

Fecha ID animal Foliculos puncionados # OvVocitos Aptos No aptos

OPU # de sesion | (Arete) 0.D 0.l 0.D 0.l recuperados A B C D




