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1. INTRODUCCION

La produccion de embriones in vitro (P1V) es una biotecnologia muy desarrollada a nivel mundial. Por
esto, es comun que hoy en dia se busque adaptarla a los recursos biolégicos, econdmicos y técnicos de
cada lugar, con la finalidad de desarrollar nuevos aportes cientificos (Pelaez, 2011) asi como producir
embriones a menor costo, maximizando los recursos genéticos (Martinez, 2013). Los ovocitos
necesarios para PIV son obtenidos de ovarios de matadero o de animales vivos utilizando para ello la
aspiracion transvaginal ecoguiada (OPU) (Herraddn, Quintela, Bece rra, Ruibal, & Fernandez, 2007).
Sin embargo, el porcentaje final de embriones transferibles obtenidos por estas biotecnologias es bajo,
debido a la calidad variable de los ovocitos (Lonergan, Rizos, Gutierrez-Adan, Fair, & Boland, 2003).

Para la seleccion de COCs generalmente se utilizan criterios morfoldgicos, que se basan en la
evaluacion del nimero de capas y compactacién de las células del cimulo o6foro; asi como en la
homogeneidad y tonalidad del citoplasma. Otra forma utilizada es la medicién del didmetro ovocitario;
lamentablemente, este método es poco practico, pues requiere la eliminacion de las células del
clmulo, comprometiendo la viabilidad del ovocito. Varios estudios mencionan que para obtener
ovocitos de buena calidad se debe aspirar foliculos entre 4-8 mm, descartando los <4 mm y los >8
mm, sin embargo, no esta claro si estos foliculos podrian proporcionar ovocitos de buena calidad y en
gué porcentaje (Hansen, 2001). Por lo expuesto, en el presente estudio se evalué la calidad de los
ovocitos bovinos obtenidos de foliculos con tres tamafios diferentes.

2. MATERIALES Y METODOS

Los 648 ovarios usados en este estudio fueron recolectados en el Camal Municipal de Cuenca
(EMURPLAG EP) dos veces por semana, y transportados en solucion salina al 9%, entre 35 - 37°C.
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
completamente cristalino. Los foliculos de cada ovario fueron agrupados de acuerdo a su tamafio, en
G1<4 mm, en G2 entre 4 y 8 mm, y, en G3 >8 mm. Se aspiraron 3,373 foliculos (G1: 1,964); (G2:
1,703) y (G3: 336) con aguja de calibre 21G, conectada a una bomba de vacio (WTA BV 003D ®) a
una presion de 65 mmHg. Los COC’s (complejo cumulo ovocito) obtenidos de cada grupo fueron
clasificados de acuerdo al criterio de Hawk & Wall, (1994) en calidad AB, considerados aptos
(ovocito con varias capas de células del cumulo, con citoplasma homogéneo y fino) y calidad C, no
aptos (ovocito denudados o con cimulo completamente expandido, citoplasma con areas muy claras o
muy oscuras). Los datos recolectados fueron analizados mediante un modelo lineal general mixto con
el procedimiento MIXED del SAS (2013) vw 9.3. El modelo que se utilizo fue: Yix = Ti + Aj (Ti) +
Eij y se aplico la prueba de Tukey-Kramer 19 para la comparacion maltiple de las medias de minimos
cuadrados.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar la aspiracion de los ovocitos de los tres grupos de foliculos en estudio se determiné que la
cantidad de COC’s recuperados no presentaba diferencia estadistica (P>0.05). Sin embargo, al valorar
la calidad de los COC’s se establecié un mayor porcentaje de ovocitos aptos (A y B) en el grupo 2
(foliculos de 4 a 8 mm) en relacién a G1 (foliculos < 4 mm) y G3 (foliculos > 8 mm) (P<0.05), Tabla
1. Ademas, el porcentaje de COC’s aptos obtenidos en G2 fue aproximadamente el doble de aquellos
clasificados como no aptos, es decir, al puncionar foliculos que tenian de 4 a 8 mm, se pudo obtener
un 66% de ovocitos viables para la PIV. Lonergan, Monaghan, Rizos, Boland, & Gordon (1994)
establecieron que los foliculos de entre 3 y 8 mm proporcionan un 68.8% de ovocitos aptos, lo cual
mantiene concordancia con los resultados de la presente investigacion para esa categoria de COC’s.

Tabla 1. Porcentaje de COC’s recuperados por aspiracién folicular en los tres grupos de foliculos en
estudio y clasificados como aptos (tipos A y B) y no aptos (tipo C).

Complejo cimulo G1 (<4mm) G2 (4-8mm) G3 (>8mm)
Tasa de 68.3+£5.83% 74.3+£3.69? 64.0+£3.33%
Categoria AB (%) 43.7+3.274 66.0+2.238 54.7+4.80%
Categoria C (%) 56.3+3.27% 34.0+2.23A 45.3+4,79%

ab = |etras diferentes indican diferencia estadistica entre filas (P<0,05). ~B = letras diferentes indican
diferencia estadistica entre columnas (P<0.05)

Caamafio, Maside, Gil, Mufioz, Cuello et al. (2011) manifestaron que la eficiencia de la
maduracion, fertilizacién y PIV varia dependiendo de la calidad de los ovocitos, asi como de las
caracteristicas de cada especie, obteniendo un 98.2% en porcino, mientras que en ovocitos bovinos el
porcentaje es todavia mayor estando cerca del 90% (Dieleman, Hendriksen, Viuff, Thomsen, Hyttel et
al., 2002).

Los grupos 1 (foliculos <4 mm) y 2 (foliculos >8 mm), proporcionaron alrededor de un 50% de
ovocitos aptos para el proceso de fecundacion in vitro, lo cual concuerda con los resultados de Raghu,
Nandi, & Reddy (2002), quienes en un estudio en bufalas establecieron que los ovocitos provenientes
de foliculos pequefios pueden alcanzar competencia. De Santis, Cino, Coticchio, Fusi, Papaleo et al.
(2007) indicaron que la seleccidn de ovocitos con las mejores caracteristicas morfolégicas no asegura
la llegada a buen término de desarrollo de embriones, por lo que sugiere realizar o buscar parametros
mas confiables como la prueba de Test Brilliant Cresyl Blue o del fluorocromo Diacetato de
Fluoresceina.

4. CONCLUSIONES

La tasa de recuperacion de COC’s fue estadisticamente similar entre tamafios foliculares. En general,
un 50% de los ovocitos obtenidos de foliculos menores a 4 mm y mayores a 8 mm fueron clasificados
como aptos (categoria A y B) para iniciar un proceso de fecundacion in vitro. No obstante, en estos
foliculos la proporcion de COC’s de categoria A y B, duplicé los de categoria C, concordando con lo
reportado en otros estudios.
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