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1. INTRODUCCION

La produccion In vitro de embriones (PIVE) es una de las biotécnicas de reproduccion asistida
ampliamente usada en las Ultimas décadas sobre todo en la especie bovina. El término PIVE se utiliza
para englobar los procedimientos realizados en un laboratorio que incluye las etapas de maduracion,
fertilizacion y cultivo, que son necesarias para la produccién de embriones a partir de ovocitos
inmaduros (Viana, Siqueira, Palhdo, & Camargo, 2010) o también Ilamados complejos cumulus-
ovocito (Coc’s). Se pueden obtener Coc’s ya sea de vacas vivas 0 de ovarios de matadero, en el ultimo
caso con la finalidad de producir embriones a gran escala o con fines de investigacién (Mermillod,
2011).

La PIVE con ovarios de matadero ha permitido, entre otras cosas, obtener informacion con
respecto a las interacciones que ocurren de forma natural entre las gametas femeninas (Coc’s) y el
ovario, oviducto y el Gtero. Es asi, que se ha logrado evidenciar particularmente la influencia que tiene
un cuerpo lateo (CL) activo o funcional sobre los Coc’s, en cuanto a la calidad y cantidad de los
recuperados; sin embargo, estos estudios presentan discrepancias en cuanto a si el CL tiene o no algln
efecto en la competencia de los ovocitos para madurar, y luego de fecundados, para progresar durante
el desarrollo embrionario (Reis, Staines, Watt, Dolman, & McEvoy, 2002; Shabankareh, Habibizad,
Sarsaifi, Cheghamirza, & Jasemi, 2010; Penitente-Filho, Jimenez, Zolini, Carrascal, Azevedo et al.,
2015).

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la influencia de un cuerpo lteo activo
sobre la competencia y caracteristicas morfolégicas de ovocitos bovinos obtenidos de ovarios de
matadero.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Colecta, procesamiento y evaluacion de ovarios de matadero

Se colectaron ovarios bovinos del camal municipal de Cuenca EMURPLAG EP, los mismo fueron
trasladados en solucion salina 0.9% a una temperatura entre 25°C y 30°C al laboratorio para su
procesamiento en un tiempo menor a 3 horas. En el laboratorio, los tejidos adyacentes a los ovarios
fueron removidos cuidadosamente con una tijera y lavados, por dos ocasiones, en una solucién salina
al 0.9%. Los ovarios fueron separados en 2 grupos: 1) con cuerpo lateo (CCL; n = 30), ovarios que
contenian un CL que por sus caracteristicas externas correspondia con una estructura luteal funcional,
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tal como lo describe Ireland, Murphee, & Coulson (1980); y, 2) sin cuerpo luteo (SCL; n=60), ovarios
gue carecian de estructura luteal alguna.

2.2. Colecta y seleccion de Coc’s

Los foliculos antrales con un diametro entre 2 a 8 mm fueron puncionados con una jeringa desechable
de dos piezas y una aguja calibre 20G. El liquido folicular recuperado de cada ovario fue colocado en
un tubo eppendorf de 2cc identificado de acuerdo al grupo experimental, y posteriormente, con un
estereoscopio de luz diascopica los Coc’s fueron aislados y calificados en cuatro categorias, A, B, Cy
D, de acuerdo a los criterios propuestos por Khandoker, Atigah, & Ariani (2011). En el estudio se
utilizaron Unicamente los Coc’s de categoria A y B, mientras que los C y D fueron eliminados del
experimento.

2.3. Determinacion de la competencia

Una vez clasificados y seleccionados los Coc’s de los grupos CCL (n = 171) y SCL (n = 318), su
estado funcional fue evaluado mediante la determinacion de la actividad de la enzima glucosa 6
fosfato deshidrogenasa (G6PD). Para ello, estos fueron denudados por pipeteo en una solucion de
Hepes-SOF suplementada con hialuronidasa (1mg mlt) y luego expuestos por 90 minutos a la tincion
vital de 26 uM de Azul Brillante de Cresilo (BCB). Aquellos cuyo citoplasma se tifio de azul fueron
clasificados como BCB+. La tincién de BCB indica si la enzima G6PD esta presente 0 no en el
citoplasma, ya que, si lo estd, degrada el colorante, caso contrario el colorante permanece y los
ovocitos son tefiidos.

2.4. Morfometria

Los ovocitos fueron fotografiados con una camara de alta definicién (Excelis AU-600-HD) montada
sobre un microscopio con 100X, y, con la ayuda de un software (AmScope V.3.7) calibrado, se
realizaron las mediciones del espesor de la zona pellcida y radio del ovocito. Posteriormente, se
calcul6 el didmetro y volumen de cada ovocito (las medidas fueron expresadas en micras).

2.5. Andlisis estadistico

Se aplicd6 un modelo lineal completamente aleatorizado, considerandose como variables
independientes la repeticion, ovario y el grupo experimental (CCL y SCL), y como variables
dependientes peso del ovario, resultado a BCB, espesor de la zona pelicida y diametro y volumen del
ovocito. Los datos fueron analizados mediante el analisis de varianza del programa estadistico SAS
(Statistical Analysis System, 2012) y las diferencias entre medias se compararon con el procedimiento
LSMeans del SAS.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 489 Coc’s de categoria A y B fueron evaluados. Al realizar el analisis de los Coc’s a la
tincion de BCB, se encontro que el 78.3+1.5% de los ovocitos que provenian de ovarios CCL fueron
BCB+, siendo superior estadisticamente (P<0.01) a los recuperados de ovarios SCL que fueron BBC+
en un 65.1+1.2%. La prueba BCB determina la actividad de la enzima G6PD, presente durante la fase
de crecimiento ovocitario, si el crecimiento culminé la enzima desaparece y los ovocitos son tefiidos,
pues la enzima degrada el colorante. Por otro lado, se ha demostrado que el tamafio de los ovocitos es
un factor que determina su competencia (Pujol et al., 2002); sin embargo, no ha sido reportado que el
CL tenga efecto alguno sobre el tamafio de los mismos.

Los resultados de ésta investigacion (Tabla 1) demostraron que los ovocitos obtenidos de ovarios
CCL fueron de mayor didmetro que los SCL (126.4 + 0.63 versus 124.1 + 0.63 respectivamente;
P<0.01), lo que corresponde con los resultados de la prueba indirecta de crecimiento de BCB.
Asimismo, el espesor de la zona pelucida tuvo el mismo comportamiento, es decir, fue mayor en el
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grupo CCL (15.7+0.16 um) que en el SCL (15.2 + 0.22 um); y esto mismo ocurrié cuando se analizd
el volumen del ovocito en pm?® (1072322.5 + 15701.4 vs 1011583.0 + 11199.2 para CCL y SCL
respectivamente).

Tabla 1. Competencia y caracteristicas morfométricas de los ovocitos bovinos colectados de ovarios
de matadero de acuerdo a la presencia o no de un cuerpo luteo.

Tipo de ovario

Caracteristicas estudiadas

Con cuerpo lateo Sin cuerpo liteo
NUmero de ovocitos 171 318
Espesor de la zona pellcida (um) 15.7+0.16¢ 15.2+0.22°"
Diametro del Ovocito (um) 126.4 +0.63" 124.1+0.63°¢
Volumen del Ovocito (um?d) 1072322.5 + 15701.4 ° 1011583.0 £ 11199.2 ¢
BCB+ (%) 783+15" 65.1+1.2°¢

Letras diferentes en la misma linea muestran diferencias significativas: 2 ® P<0.05; ® ¢ P<0.01

Estos resultados muestran que la presencia de un CL afecta los Coc’s obtenidos del mismo
ovario. Pierson & Ginther (1987), reportaron un efecto positivo intraovarico del CL sobre los foliculos
antrales. En un trabajo realizado en ovejas Shabankareh et al. (2010) se demostraron que el CL,
ademas del efecto sistémico, tiene un efecto intraovarico sobre la poblacion folicular, que, aunque no
esta claro a través de qué mecanismos ocurre, permite especular que podrian ser los mismos que
estimularon el crecimiento y alteraron las caracteristicas morfométricas de los ovocitos obtenidos de
ovarios CCL.

Fair, Hyttel, & Greve (1995) mencionaron que el desarrollo folicular estd positivamente
correlacionado con el diametro de los ovocitos. Por otra parte, el CL tienen como principal funcion
producir P4, y es conocido que ésta hormona tiene un efecto favorable sobre la calidad ovocitaria.
Aunque en esta investigacion no se realizaron determinaciones de P4, la misma podria estar
involucrada en los mecanismos que afectaron la competencia de los ovocitos. Rothchild (1996)
expreso que la P4 producida por el CL tiene un efecto luteotr6fico para mantener su propia funcion, lo
que hace pensar que el efecto de esta hormona podria extenderse localmente en el ovario, afectando de
forma positiva la calidad, y por lo tanto, la competencia de los ovocitos, pero esto tendria que ser
comprobado.

Asimismo, es posible que factores que intervienen en la angiogénesis, durante la formacién y
crecimiento del CL, estén implicados en este fendmeno; por ejemplo, es conocido que la IGF1
(insulina-like growth factor-1) se expresa localmente en el CL, y este factor tiene una importante
funcidn en el desarrollo folicular y la produccion de P4 (Woad, Baxter, Hogg, Bramley, Webb et al.,
2000; Schams, Kosmann, Berisha, Amselgruber, & Miyamoto, 2001). Finalmente, estos resultados
confirman la hipétesis de que el CL tiene un efecto localizado sobre la competencia y las
caracteristicas morfoldgicas de los ovocitos, no obstante, deben realizarse estudios que determinen los
factores y mecanismos especificos implicados en este proceso.

4. CONCLUSIONES

Los ovocitos obtenidos de ovarios que tenian un CL tuvieron mayores dimensiones, y segun la
determinacion de la enzima G6PD, fueron mas competentes. Nuevos estudios deben ser realizados
para determinar los mecanismos del CL que influencian la competencia ovocitaria y la posterior
produccion de embriones.
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