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1. INTRODUCCION

El objetivo de cualquier método para obtener ovocitos es lograr el mayor nimero de ellos viables para
maximizar la produccién de embriones in vitro. Existen deferentes factores que afectan la calidad de
los ovocitos al momento de su recuperacion mediante la técnica de ovum pick up (OPU), tales como el
tipo y calibre de aguja, frecuencia de aspiracion, raza y condicidn corporal de la vaca, etc. Entre ellos,
la presion de vacio que se utiliza para su recuperacién ha sido reiteradamente documentada (Hasler,
1998; Ward, Lonergan, Enright, & Boland, 2000; Boni, 2012).

Las evidencias indican que la presion de vacio, durante la aspiracion de ovocitos mediante OPU,
afecta el nUmero y caracteristicas de los ovocitos recuperados, asi como también su competencia para
madurar y desarrollarse a blastocistos luego de la fecundacién in vitro (FIV) (Hasler, 1998; Vos,
Henriksen, & Dielman, 1999; Ward et al., 2000).

Ward et al. (2000) evaluaron el efecto de cuatro presiones de vacio (30, 50, 70, 90 mmHg) sobre
la competencia de los ovocitos de progresar a blastocistos luego de la FIV. Aunque la presién aplicada
durante la OPU no afect6 el nimero de ovocitos recuperados, como si lo indicaron otros estudios (\Vos
et al., 1999), los ovocitos aspirados con una presion de 90 mmHg comprometieron su viabilidad y
redujeron en mas de 20% lograr iniciar la segmentacion luego de la FIV. Aun mas, las presiones de
vacio superiores a 50 mmHg redujeron en promedio 2.8 y 4.5 veces la capacidad de los embriones
para progresar a los estadios de blastocistos y blastocistos protruidos respectivamente (Ward et al.,
2000).

Se estableci6 como objetivo de este estudio determinar el efecto de la presion de vacio sobre
ovocitos colectados de ovarios de matadero en la regién sur de la sierra ecuatoriana a mas de 2,500
msnm.

2.  MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 con ovarios bovinos obtenidos de un camal municipal de Cuenca, y transportados
a una temperatura entre 35 y 37°C en un tiempo no mayor a 3 horas, hasta el Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccién Animal de la Universidad de Cuenca, ubicado en la granja de
Irquis, a 25 km de la ciudad de Cuenca.

Los tejidos adyacentes de los ovarios fueron removidos, e inmediatamente fueron lavados con
cloruro de sodio estéril al 0.9% a 37°C de dos a tres veces hasta que el contenido liquido estuvo
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completamente cristalino. Se aspiraron los complejos cimulos ovocitos (COCs) de foliculos de 2 a 8
mm de diametro. La puncion se realizé con una aguja de calibre 18G x 1.5 pulgadas conectada a una
bomba de vacio (BV 003D, WTA®, Brasil). Los ovarios recolectados fueron divididos al azar en tres
grupos y cada uno fue aspirado con una de las siguientes presiones de vacio: 80, 65 y 50 mmHg.
Luego de la basqueda e identificacidn de los COCs, estos se clasificaron segun el criterio de Hawk &
Walk (1994), usandose Unicamente los de categoria A y B.

Una muestra representativa de los COCs (30%) fue usada para determinar la integridad de la
membrana. Para ello los COCs fueron incubados con Hialuronidasa (Lmg/ml; p/v) (Sigma, USA), por
un minuto, seguido por pipeteo por 5 minutos, con la finalidad de separar las células del cumulo de la
zona pelucida. Luego de ser lavados con H-SOF (fluido oviductal sintético) los ovocitos fueron
incubados con Azul de Tripan (AT) por 10 minutos, y posteriormente evaluados en un estereoscopio
de luz diascopica.

El 70% restante de COCs fueron incubados en un medio TCM 199, suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 100 pg/ml de Piruvato de Sodio, 0.75 mg/ml de L-Glutamina, 4 pg/ml de FSH-p
(Folltropin®, Bioniche, Canada), 2 pug/ml de Estradiol y 250 pg/ml de Gentamicina, en una estufa de
CO; al 5%, humedad del 90% y temperatura de 38.5°C por 24 horas.

Tras ser madurados, los COCs fueron denudados como se indic6 anteriormente, y se expusieron
por 15 minutos al fluorocromo Hoechst (33342, Sigma, USA) en concentracion de 1ug/ml (p/v), con
la finalidad de determinar qué proporcion de ellos se encontraban en metafase Il (MIl), mediante la
identificacion de 1° corpulsculo polar en el espacio perivitelino, en un microscopio invertido de
fluorescencia.

Se consideraron como variables independientes el tratamiento (80, 65 y 50 mmHg de presion de
vacio) y la repeticion (n = 12); y como variables dependientes, la tasa de recuperacion de ovocitos
(nimero de COCs recuperados sobre el numero de foliculos aspirados por cien), porcentaje de
ovocitos de categoria A 'y B (nimero de COCS de categoria A y B sobre el total de COCs obtenidos
por cien), porcentaje de ovocitos viables (nimero de COCS positivos al AT sobre el total de COCs
expuestos al colorante por cien), porcentaje de ovocitos maduros (nimero de COCS maduros sobre el
total de COCs puestos a madurar por cien). Los datos se analizaron mediante el procedimiento GLM
del SAS (Statistical Analysis System, 2012). Las medias se compararon con el procedimiento
LSmeans del SAS.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tasa de recuperacion no difirid estadisticamente entre tratamientos, aunque hubo una diferencia de
5.8 y 8.1 puntos porcentuales entre T2 (65 mmHg) con respecto a T1 (50 mmHg) y T3 (80mmHg)
respectivamente (Tabla 1), coincidiendo con los hallazgos de Hashimoto, Takakura, Kishi, Sudo,
Minami et al. (1999), quienes compararon cuatro presiones de vacio (40, 80, 120 y 160 mmHg) y no
encontraron diferencia en la tasa de recuperacién. Bols et al. (1996) determinaron que con presiones
por encima de 70 mmHg la tasa de recuperacién de ovocitos aumento y su calidad disminuya.

Los COCs de calidad A y B fueron proporcionalmente mas numerosos en T1y T2 que en T3.
Asimismo, los ovocitos viables fueron similares entre tratamientos; mientras que en la tasa de
maduracion fueron diferentes Unicamente T1 y T3 (P<0.05), resultando que la aspiracion de los
foliculos con una presion de vacio de 50 mmHg fue mejor que los aspirados con 80 mmHg.

Ha sido ampliamente documentado que la presion de vacio afecta el nimero y calidad de los
ovocitos aspirados (Bols et al., 1996; Fry, Niall, Simpson, Squires, & Reynolds, 1997; Hasler et al.,
1998; Vos et al., 1999; Ward et al., 2000), asi como la competencia de estos para madurar, clivar y
progresar al estado de blastocito (Bols et al.,, 1996; Vos et al., 1999; Ward et al., 2000).
Aparentemente las fuerzas fisicas que se ponen en juego durante el proceso de aspiracion, pueden
afectar la capacidad funcional de los ovocitos, tal como lo demuestra este y numerosos estudios
citados previamente.
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Tabla 1. Efecto de la presion de aspiracion folicular con una bomba de vacio sobre la tasa de
recuperacion, calidad, viabilidad y tasa de maduracién de ovocitos bovinos (media + error estandar).

Caracteristicas Presion de vacio (mmHg)

de lo ovocitos 50 65 80
Nro. de ovarios 84 84 84
Nro. foliculos aspirados 1162 961 1013
Nro. foliculos/ovario 13.8 114 12.0
Tasa de recuperacion (%) 58.8+3.62 64.6 +3.62 56.5+3.6%
Ovocitos Ay B (%) 88.6+222 88.7+22% 81.7+2.2°
Ovaocitos viables (%) 83.4+4.0° 85.5+4.0? 80.4+4.0°
Ovocitos maduros (%) 525+2.1°% 49.4 +£2.1%® 452 +2.1°

Letra diferente en la misma linea difiere 2P P<0.05

4.  CONCLUSIONES

La presion de vacio utilizada para aspirar los COCs de los foliculos afect6 algunas de las variables
estudiadas. Aplicando 80 mmHg se obtuvo una menor proporcién de COCs de categoria Ay B y de
ovocitos maduros comparado con 65 y 50 mmHg.
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