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INTRODUCCION

El ganado bovino (Bos taurus) criollo es parte de la biodiversidad; en el Peru se encuentra
mayormente en zonas alto andinas (1). Estos bovinos, en las comunidades campesinas cumplen
roles importantes, como fuentes de proteina (carne, leche, queso) (2), seguridad alimentaria (3),
en la region Apurimac se tiene vacunos caracterizados morfologica, morfoestructural y
faneropticamente, estos bovinos criollos, especificamente caracterizados tienen caracteristicas
o aptitudes con tendencia hacia la produccion de leche, ademas de su rusticidad (4); de igual
importancia, estos vacunos criollos cumplen los roles de la seguridad alimentaria en la
poblacion de Abancay a través de las carcasas obtenidas; por otra parte, se obtiene pieles que
aporta una fuente econdmica, estos vacunos provenientes de diferentes lugares de la region de
Apurimac, son traidas al camal municipal de Abancay para su respectivo proceso del beneficio
(5); asimismo, los vacunos criollos aportan fuerza de trabajo, se adapta a diferentes ecosistemas,
presenta alta variabilidad genética (6); ademads, es parte de su identidad cultural de los
pobladores andinos, por lo que, es necesario mantener y preservar los bovinos criollos (7),
implementando programas de conservacion genética (8), in situ'y ex situ (9).

En el Peri existen pocos programas de mejoramiento genético de ganado criollo, su
implementaciéon llevaria muchos afios; frente a esta realidad, la produccion in vitro de
embriones es una tecnologia alternativa que acortaria el tiempo utilizando genética deseada.
Esta biotecnologia tiene tres etapas; la maduracion in vitro de ovocitos (MIV), fecundacion in
vitro (FIV) y cultivo in vitro de embriones (CIV) (10), uno de los programas a nivel regional se
estd proyectando un nucleo genético regional de ganado vacuno en Apurimac, que se busca
aumentar la generacion de embriones y crias de ganado con alta calidad de carne y leche, y para
eso el ganado vacuno criollo van a ser necesarios como receptoras (11). La produccion in vitro
de embriones esta en incremento ante la produccién in vivo (12). La MIV es una técnica de
reproduccion asistida prometedora, ovocitos de foliculos de diferente tamafio, inclusive
menores de 4 mm tienen capacidad de fecundacion (13, 14), Estos ovocitos se encuentran en el
estadio de vesicula germinal, tras la maduraciéon nuclear alcanzaran a metafase 11 (15),
conseguir este estadio es crucial para la fertilizacion, division y desarrollo embrionario exitoso
(16). Siendo un signo de maduracién de ovocitos la expansion del cumulo o musificacion.

La MIV de los ovocitos bovinos estd influenciada por muchos factores; como el tamafio
folicular (17, 18). Los Componentes del medio de maduracion (19) y hormonas (20), cabe
resaltar ademas que la obtencion de los ovarios provenientes de vacunos hembras beneficiadas
en el camal es una fuente fundamental para la recuperacion de COCs, haciendo mas facil la

disponibilidad de ovocitos a bajo precio, los que serian madurados, fertilizados y cultivados in
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vitro hasta estados avanzados del desarrollo embrionario (21). Pero también es una desventaja
cuando los ovarios son adquiridos de diferentes condiciones ya sea del animal o la técnica de
coleccion. Estudios previos sobre maduracion in vitro de ovocitos, hacen referencia al uso de
gonadotropinas, fundamentalmente la hormona luteinizante (LH) (22, 23), o su analoga la
gonadotropina corionica humana (hCG) (24). Los ovocitos recuperados de diferentes tamanos
de foliculos afectan la tasa de division embrionaria in vitro (25). La concentracion de la hCG y
el tamafio folicular podrian influir en la expansion del cumulo en la maduracion in vitro de
ovocitos; sin embargo, todavia no esté claro. Por las consideraciones mencionadas, el objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto del tamano folicular sometido a diferentes
concentraciones de hCG sobre la expansion de cimulos durante la maduracion in vitro de

ovocitos de vacas criollas.
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la maduracion in vitro de ovocitos recuperados de diferentes
tamafios foliculares y sometidos a medio de maduracion a diferentes concentraciones de
gonadotropina corionica humana (hCG) en vacas criollas. Los ovarios fueron obtenidos de
vacas criollas en el matadero. La recuperacion de los ovocitos se realizé por aspiracion folicular
y se clasificod en categorias A, B y C (A y B se consideraron para maduracion in vitro), luego
se maduraron in vitro en medio TCM-199 suplementados con 0, 5 y 15 UI/mL de hCG, se
agruparon segun procedencia de foliculos de <2 mm y >2 — 8 mm. La maduracién de ovocitos
se evaluo6 de acuerdo a grados de expansion del camulo del ovocito. Grado 1: poco o nada de
expansion de cimulo; Grado 2: expansion moderada de las capas del cumulo; Grado 3:
expansion de todas las capas del camulo. Como resultado el promedio de ovocitos recuperados
por ovario entre los diferentes tamafios foliculares (< 2 mm y >2-8 mm) no present6 diferencia
estadistica (P>0.05), tampoco hubo diferencia para ovocitos viables por ovario (P>0.05). No se
encontro interaccion (P>0.05) entre tamafio folicular y concentracion de hCG en la expansion
del camulo de ovocitos. Se obtuvo mayor (P<0.05) porcentaje de ovocitos con expansion con
concentraciones de 5 o 15 versus 0 UI/mL de hCG. El tamafio folicular no influyé (P>0.05) en
la expansion del cimulo de ovocitos. Se concluye que el tamafio folicular no influye en el
promedio de ovocitos recuperados por ovario y también para ovocitos viables para maduracion
in vitro; por un lado, la suplementacion de hCG en medio de maduracion, influyd en la
expansion del cimulo de ovocitos, més no el tamafio folicular, durante la maduracion in vitro

de ovocitos de vacas criollas.

Palabras clave: expansion del cumulo; hCG, Oocito; vacas nativas.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the in vitro maturation of recovered oocytes of
different follicular sizes and subjected to maturation medium at different concentrations of
human chorionic gonadotropin (hCG) in creole cows. The ovaries were obtained from Creole
cows with low body conditions at the slaughterhouse. Oocyte retrieval was performed by
follicular aspiration and classified into categories A, B and C (A and B were considered for in
vitro maturation), then they were matured in vitro in TCM-199 medium supplemented with 0,
5and 15 IU /mL of hCG, were grouped according to origin of follicles <2 mm and >2 — 8§ mm.
Oocyte maturation was evaluated according to degrees of expansion of the oocyte cumulus.
Grade 1: Little or no cluster expansion; Grade 2: moderate expansion of the cumulus layers;
Grade 3: expansion of all the layers of the cumulus. As a result, the average number of oocytes
retrieved per ovary between the different follicular sizes (<2 mm and >2-8 mm) did not present
a statistical difference (P>0.05), nor was there a difference for viable oocytes per ovary
(P>0.05). No interaction was found (P>0.05) between follicular size and hCG concentration in
oocyte cluster expansion. A higher (P<0.05) percentage of oocytes with expansion was obtained
with concentrations of 5 or 15 versus 0 IU/mL of hCG. Follicular size did not influence (P>0.05)
the expansion of the oocyte pool. It is concluded that follicular size does not influence the
average number of oocytes retrieved per ovary and also for viable oocytes for in vitro
maturation; On the one hand, the supplementation of hCG in the maturation medium influenced
the expansion of the oocyte cluster, but not the follicular size, during the in vitro maturation of

oocytes from creole cows

Keywords: Cluster expansion;, hCG, oocyte, native cows.
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

Los bovinos criollos poseen amplios beneficios en cuanto condiciones del medio
ambiente en relacion a la rusticidad, sobriedad, capacidad de parto y su buena capacidad
maternal. Multiproposito; sin embargo, uno de los problemas es la pérdida genética por
realizar cruzamientos inadecuados con razas bovinas exoticas (3). Asi mismo; existen
pocos programas para el ganado criollo referidos a la conservacion de la biodiversidad.
La produccion in vitro de embriones siendo una herramienta disponible que permite
acortar tiempos para la obtencion de progenies, esta tecnologia es poco o nada utilizada
a bovinos criollos, en las razas bovinas que se utiliza solo alcanza 30 a 40% de prefez
(26). Ademas las vacas criollas alcanzan tardiamente a la edad del primer parto, siendo
este 35.7 meses (3). La hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) tiene una
similitud a la LH, posee una vida mas larga (27). Cuando esta gonadotropina estd en
niveles basales, el ovocito no sera capaz de reiniciar la maduracion meiotica, no podria
romper la envoltura nuclear, ni eliminaria el primer corptsculo polar, tampoco
desarrollaria la metafase II de la meiosis (28). Respecto al tamafio folicular, varios
investigadores recuperan ovocitos desde tamafios de 4 a 6 mm de diametro (29); sin
embargo, se pueden recuperar de foliculos menores a 4 mm, incluyendo 1mm, estos
pueden llegar a madurar in vitro (14, 30). Si a los foliculos menores a 4 mm de didmetro
no se llegan a recuperar los ovocitos, significaria una gran pérdida; por tanto, el didametro
folicular, la recuperaciéon de ovocitos, maduracion y el potencial para desarrollar los
embriones, requieren ser investigados a mayor profundidad (31), a todo ello la produccion
de embriones in vitro dentro de ella maduracion in vitro. es una tecnologia para mejorar
la reproduccién y la genética bovina, incluido el aumento de la disponibilidad de
productos animales para el consumo humano, la superacion del problema de la infertilidad
del ganado de gran valor comercial y el aumento de la eficiencia reproductiva en los
animales (28); sin embrago, en la maduracion in vitro de ovocitos hay factores que afectan
como es el caso del intervalo de tiempo de la maduracioén in vitro, momento de la
aspiracion, control de hormonas (32), escasa capacidad de ovocitos para madurar,
ovocitos defectuosos, condiciones de cultivo durante la MIV (33); por otra parte, se
menciona el porcentaje de viabilidad de la MIV en el ganado supera el umbral del 30 al

40% (34).
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1.2 Enunciado del problema

1.2.1

1.2.2

1.2.3

Problema general
(Como sera la maduraciéon in vitro de ovocitos recuperados de diferentes
tamanos foliculares y sometidos a medio de maduracion con diferentes

concentraciones de hCG?

Problemas especificos

e ;Cuadl sera el nimero de ovocitos recuperados de foliculos de tamafios < 2
mm y >2—-8 mm

e ;Como sera la maduracion in vitro de los ovocitos recuperados de foliculos
de diferentes tamafios < 2 mm y >2-8 mm y suplementados con

concentraciones de 0, 5y 15 U/mL de hCG?

Justificacion de la investigacion

La diversidad bioldgica ganadera es sustancial para garantizar la estabilidad
alimentaria y la vida tradicional de los comuneros (35). El ganado bovino Criollo
representa una diversidad bioldgica importante en el ecosistema de todo el
mundo. Este evoluciond naturalmente consumiendo alimentos de baja calidad,
sobreviven en tiempos donde el clima se vuelve extremo (36). Hay la necesidad
de mantener y mejorar el ganado bovino Criollo, a través de bancos de
germoplasma que permitan su conservacion (3), dado que estan en riesgo de
extincion, por tal motivo es una alternativa el uso de la biotecnologia
reproductiva, que comprende la MIV, FIV y produccion in vitro (P1V) (37),
siendo esta una herramienta en los programas de mejora genética (38).

Las gonadotropinas participan activamente, en la madurez y el desarrollo de los
ovocitos de los bovinos y demads especies, por lo que es necesario suplementar
con gonadotropinas al medio de maduracion in vitro (39). LH estimula la
progresion de la meiosis en el oocito desde la profase a metafase II, disminuye
el cAMP permitiendo la maduracion del ovocito (40), asi mismo la hCG es
utilizada para simular el pico enddgeno de la LH, debido a las similitudes
estructurales entre estas (41), ademas la hCG posee una mejor afinidad por los
receptores de LH (42). No solo la hCG tiene similitud a la LH, también la eCG;
sin embargo, a pesar de la homologia de aminoacidos, tiene una menor actividad

que la LH y mas de FSH (43).
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Por otro lado, el tamafio folicular expresa importancia en la maduracion in vitro.
Se evidencia que foliculos pequefios (menores a 4 mm) podrian poseer la
capacidad de maduracion de ovocitos (14, 30), asi como los ovocitos obtenidos
de foliculos de 1-2 mm y 3-4 mm (37). Asi mismo, Ayala et al. (44) sefialan que
los ovocitos de tamafios foliculares menores a 4 mm, 1 y 3 mm (45), son una
fuente prometedora para llegar a una maduracion nuclear. Por lo tanto, la
suplementacion de hCG en sus diferentes concentraciones, y el tamafo folicular
podrian estar involucrados en la maduracién in vitro que requieren ser
investigados. Cuyos resultados pueden contribuir en la produccion de embriones

in vitro para la conservacion o seleccion de ganado criollo.
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CAPITULO 11
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos de la investigacion
2.2.1 Objetivo general

Evaluar la maduracion in vitro de ovocitos recuperados de diferentes tamanos

foliculares y sometidos a medio de maduracion a diferentes concentraciones de

hCG.
2.2.2 Objetivos especificos

e Determinar el nimero de ovocitos recuperados de foliculos de tamafios < 2mm
y >2-8mm.

e Determinar la maduracion in vitro de los ovocitos recuperados de foliculos de
diferentes tamafios < 2 mm y >2-8 mm y suplementados con varias
concentraciones de 0, 5 y 15 UI/mL de hCG.

2.2 Hipdtesis de la investigacion
2.2.3 Hipétesis general

La maduracion in vitro de ovocitos recuperados de diferentes tamafios foliculares

y sometidos a medio de maduracioén a diferentes concentraciones de hCG son

diferentes.

2.2.4 Hipotesis especificas

e Se recupera mayor numero de ovocitos de foliculos mayores a 2-8 mm de
diametro.

e Se obtiene mayor numero de ovocitos madurados in vitro con 15 Ul/mL de

hCG.
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2.3 Operacionalizacion de variables
Tabla 1. Operacionalizacion de variables de estudio
Variable Indicador
Independiente
Tamaio folicular Foliculos de ovarios de vacas

criollas < 2 mm y >2-8 mm de

tamano.
Concentracion  de Cantidad de hormona
hCG gonadotropina coriénica humana

en el medio de maduraciéon 0, 5y

15 Ul/mL

Dependiente

Ovocitos aspirados Numero de ovocitos aspirados
por ovario.

Maduracion Expansion de cimulos del

ovocitaria ovocito durante la maduracién in
vitro.

Grado 1; grado 2; grado 3
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CAPITULO I1I
MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

a)

b)

El objetivo fue la evaluacion de cinco suplementos de FSH-LH, Pergonal, suero de vaca
en estro, hCG y suero fetal bovino (SFB), en la maduracion in vitro de ovocitos bovinos.
se obtuvo los ovocitos por aspiracion folicular de ovarios y clasificados estos ovocitos
en categorias A y B, se us6 hCG 10 UI/mL en medio de maduracion para el tratamiento
hCG, Se colocaron 25 ovocitos en cada gota de medio de maduracion, con un total de
50 ovocitos por tratamientos, posteriormente se colocaron en la estufa con 5% de C02
a 38°C, y con 90% de humedad. Este proceso de maduracion tuvo una duracién de 24
horas. Los resultados fueron: para la FSH-LH, 86% expandidos, 14% semiexpandidos
y 0% no expandidos; Pergonal, 94% expandidos, 6% semiexpandidos y 0% no
expandidos; Suero de vaca en estro, 26% expandidos, 74% semiexpandidos y 0% no
expandidos; hCG, 62% expandidos, 38% semiexpandidos y 0% no expandidos; SFB,

48% expandidos, 52% semiexpandidos y 0% no expandidos; respectivamente (24).

Con el objetivo de evaluar el efecto de un periodo de preincubacion por 6 horas de
ovocitos bovinos, que tuvo como medio de maduracion in vitro es el siguiente; cultivo
de tejidos (TCM-199) suplementado con 275 pg/ml de acido piravico, 29.2 pg/ml de
glutamina, 10 pg/ml de insulina, 5 pg/ml de selenio, 5.5 pg/ml de transferrina, 1 pg/ ml
de estradiol, 10% de suero bovino fetal y 0.5 pg/ml de FSH porcina. Luego de este
periodo de seis horas, los COC fueron transferidos a gotas de medios de maduracion,
los ovocitos fueron aspirados de foliculos de 3 a 6 mm se sometieron complejos ciimulus
oocito (CCO) inmaduros a MIV compuesto por medio TCM 199, utilizando 10 Ul/mL
de LH en su medio de maduracion con condiciones de cultivo que fueron de 38.5 °C,
5% de CO2 y 90% de humedad relativa por un periodo de 24 horas. Los resultados
fueron para la pre incubacion + MIV 88.4% de expansion y para el MIV de 40.8%,

respectivamente (23).

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del YM976 como inhibidor especifico de la
fosfodiesterasa tipo 4 (PDE-4) sobre la maduracion in vitro de ovocitos bovinos y su
capacidad de desarrollo embrionario. Para ello, complejos cumulo-oocito se obtuvieron
por aspiracion folicular de ovarios. Se maduraron in vitro por 24 horas en medio TCM-

199 suplementado con cuatro concentraciones de YM976 (1, 10, 100 y 1000 nM) o con
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gonadotropinas (LH y FSH) en el medio de maduracion usaron 5 Ul/ml de hormona
luteinizante. El porcentaje de expansion grado 3 de las células de cimulo en oocitos
cultivados con gonadotropinas fue diferente (p= 0.00016) respecto de los cultivado en
presencia del YM976 que en la maduracion in vitro de oocitos retrasa la expansion de
las células de la granulosa, pero permite una maduracion nuclear y competencia para el
desarrollo embrionario. siendo el resultado para las gonadotropinas en promedio + DE
para el grado 1: 1.63 + 0.48, grado 2: 17.22 + 16.11 y grado 3: 81.12 £ 15.07,

respectivamente (22).

El objetivo del estudio fueron evaluar el efecto de la hCG en capacidad de reanudacion
meiodtica de los ovocitos bovinos, estos ovocitos fueron aspirados de ovarios derivados
de los foliculos medianos (3-7 mm de didmetro). Los complejos cimulo-ovocito se
lavaron tres veces en medios de maduracion que contengan TCM-199 complementado
con 1% de albumina sérica bovina (BSA), 0.05 pg/ml de gentamicina. Se
complementaron con o sin hCG en diferentes concentraciones (0, 5, 10 y 15 Ul/ml).
Grupos de 10-20 COCs fueron colocados en gotas de 100 pL. de medio de maduracion
bajo aceite mineral y se incubaron durante 22 horas a 39 °C, 5% CO: en aire. Los
resultados de maduracion meidtica fue del 39.5, 51.2, 70.2 y 52.7%, respectivamente

(46).

El presente estudio se realizd para examinar la maduracion potencial de los ovocitos de
alpaca derivados de foliculos grandes (2-8 mm), pequefios (<2 mm), Los ovarios se
recogieron del matadero y se transportaron a 10 °C durante 22 h. COC se obtuvieron
por aspiracion de foliculos grandes (2-8 mm), mientras que los COC de foliculos
pequefios (<2 mm) mediante la realizacion de secciones superficiales en la corteza del
ovario tras la MIV durante 32-36 h a 38,5 °C. no se observaron diferencias significativas

en la tasa de metafase 11 (18.1% vs 22.1%), respectivamente (47).

En un estudio realizado se evalu6 la capacidad de los ovocitos bovinos de foliculos
segun su tamafio para reiniciar la meiosis. La aspiracion se realizo por grupo con una
aguja 21G conectada a una bomba de vacio, con una presion de 65 mmHg. Los COC
recuperados se clasificaron como adecuados y no adecuados para la produccion de
embriones in vitro, de acuerdo con las caracteristicas del cimulo y del citoplasma. Los
COC elegibles e inadecuados se valoraron con la prueba de azul brillante de Cresilo

(BCB) y se clasificaron en BCB+y BCB- Los foliculos se midieron y clasificaron como
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grupo 1 (G1 <4 mm), grupo 2 (G2 4- 8 mm) y grupo 3 (G3 >8 mm), el medio de
maduracion consistié en TCM 199 suplementado con 10%, BSA al 1%, 100 pg/ ml de
piruvato de sodio, 0.75 mg/ml de L-glutamina, 4 pg/ml de FSH-p (Folltropin®,
Bioniche, Canadd), 2 pg/ml de estradiol y 250 pg/ml de gentamicina por 24 h en una
camara de maduracion controlada al 5% de CO2 , 90% de humedad y 38.5 °C, los
resultados obtenidos no tuvieron significancia entre estos tamafios foliculares en la
maduracidon meidtica como se ve a continuacion G1: 13.9 + 1.41 (74.9%), G2: 13.5 £
1.78 (75.6%) y 2.6 = 0.35 (61.7%), Se concluye que los ovocitos de foliculos entre 4-8
mm (G2) proporcionan un mayor porcentaje de COC maduros; sin embargo, el 50% de
foliculos <4 mm (G1) son una fuente prometedora de ovocitos viables, por lo que deben

usarse para la produccion de embriones in vitro respectivamente (44).

Se realiz6 un estudio como objetivo fue evaluar la capacidad de maduracion in vitro de
ovocitos obtenidos de tres tamafios foliculares (1-2mm, 3-4mm y 5-6mm) de ovarios
bovinos colectados, del centro de beneficio, en un recipiente isotérmico conteniendo
cloruro de sodio al 0.9% (wt/vol) con 0.025 mg/ml de estreptomicina, temperado a 37
°C. En el laboratorio, los ovarios fueron nuevamente lavados en cloruro de sodio al
0.9%. Luego, se aspiraron los COCs usando una jeringa de 10 ml y una aguja de 18 G
con medio de manipulacion HEPES suplementado con 50 mg/ml de gentamicina 'y 10%
(vol/vol) SFB. Los COCs fueron aspirados separadamente a partir de tres tamafios
foliculares de la superficie del ovario; 1- 2, 3-4 y 5-6 mm, los cudles fueron medidos
con una regla, fueron madurados con TCM199 suplementado con 0.25 mg/ml de
piruvato de sodio, 50 ug/ml de gentamicina, 0.01Ul/ml de FSH, 0.01Ul/ml de LH, 0.1
mg/ml de glutamina, 10 ng/ml factor de crecimiento epidermal (EGF), 1 ug/ml de 17p-
estradiol y 10% SFB. posteriormente fueron madurados por 24 horas en una atmosfera
himeda, 5% CO. y 38.5°C. Como resultados, los ovocitos de tamafios foliculares de 1-
2 mm y 3-4 mm. presentaron significativamente mayor competencia meidtica que
aquellos procedentes de los foliculos de 5-6 mm, logrando un porcentaje de maduracion
de 89, 85 y 25%, en conclusion, se demostrd los ovocitos procedentes de foliculos de 1-

2 y 3-4mm presentaron mayor competencia meidtica respectivamente (37).

3.2 Marco teorico

3.2.1 Importancia del bovino criollo peruano

La genética bovina tendria la capacidad de ayudar la generacion de lineas, estd

orientada a tipos como la produccion de leche, carne, doble propdsito, porque en ellas
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se guardan genéticas de tipo caracter de adaptacion y habilidad materna, siendo asi
el ganado criollo nativo es un animal que brinda una base genética para su
mejoramiento, aprovechando asi la caracteristica de adaptacion al medio adverso
gracias a su rusticidad (48). Un animal adaptado a definido ambiente constantemente
tiene propiedades fenotipicas distintivas que indican habituacion a un determinado
ambito. Conociendo éstas el criador va a poder elegir los animales, evitando el riesgo

de incorporar ejemplares no adaptados (49).

3.2.2 Fisiologia reproductiva de la hembra bovina
Los cambios en las estructuras ovaricas y reproductivas durante el estro siguen
estando sustancialmente determinados por el sistema endocrino, debido a la relacion
entre el eje hipotdlamo-pituitario y la cooperacion ovario-uterina involucrada

hormonalmente (50).

3.2.3 Ovarios
Comunmente cada hembra tiene 2 ovarios o glandulas sexuales femeninas,
productoras tanto de 6vulos como de hormonas sexuales (estrogenos, progesterona y
relaxina) y por consiguiente se llaman 6rganos gameto hormonales. En las vacas
adultas tienen un promedio de 3 — 4 cm de longitud, unos 2.5 cm de ancho y 1.5 cm-
2 cm de espesor. El peso de los ovarios ademds cambia entre 6.15 — 20 g el ovario
derecho, por lo regular es més grande que el izquierdo (51), esto se deberia a una
funcionalidad fisioldgica mas activa que posee el ovario derecho (52), con la edad
incrementan tanto su tamafo como su peso, debido al aumento del tejido intersticial,

lo cual establece ademas un crecimiento de la consistencia (51).

3.2.4 Ciclo estral bovino y su influencia en los ovocitos
El periodo estral de la vaca representa un patron frecuente de actividad ovarica que
posibilita ir de una época de no receptividad reproductiva a uno de receptividad,
permitiendo implantar el apareamiento y el subsecuente establecimiento de la
gestacion. Se caracteriza por el crecimiento y la regresion de foliculos y cuerpo luteo
en un promedio de 21 dias, este ciclo estral en el ganado dura de 18 a 24 dias. Consta
de una fase lutea (14-18 dias) y una fase folicular (4-6 dias) y estd compuesta por
cuatro etapas proestro, estro o celo, metaestro y diestro (53). parece influir sobre la
competencia de los ovocitos la etapa del ciclo estral en la que se encuentra la hembra,

aunque generalmente este aspecto no se tiene en cuenta a la hora de recolectar
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ovocitos (54), en cambio Rodriguez (55), demuestra que la fase del ciclo estral no
parece influir ni en la cantidad ni en la calidad de ovocitos recuperados. Esto nos
indica que, a pesar del espacio que ocupan el cuerpo luteo durante la fase lutea en
gran parte del ovario y a la accidon de inhibicidn ejercida por la progesterona sobre el

crecimiento de los foliculos.

3.2.5 Factores que afectan la produccion y calidad de los ovocitos
Dado que la produccion de ovocitos ocurre durante el ciclo de vida de animales, todos
los factores que la afectan pueden tener un efecto mas o menos significativo en la
produccion y calidad de los ovocitos. La reproduccion animal es un proceso que
requiere mucha nutriciéon para su normal funcionamiento, por lo que cualquier
cambio, ya sea externo o interno, normal o patoldgico, puede afectar directa o

indirectamente la produccion de ovocitos (56).

3.2.5.1 Técnica de aspiracion de ovocitos
Cuando se analiza la eficiencia de la produccion de embriones bovinos in
vitro a escala comercial, es fundamental considerar el método utilizado y la
técnica de recuperacion de ovocitos. Entonces, para un verdadero éxito, se
realizan intentos para determinar el origen valido del ovocito. Por lo tanto,
se estan explorando técnicas invasivas y no invasivas para recolectar de

manera efectiva estas estructuras (57).

3.2.5.2 Aptitud productiva
Debe tenerse en cuenta que, bajo este epigrafe, aptitud productiva, se
describen dos aspectos estrechamente relacionados. Por un lado, la
especializacion de los animales para tener una determinada produccion
(carne o leche) (55). La seleccion intensiva para la produccion de leche en
novillas llevo a que encontraramos una gran proporcion de animales con un
balance energético profundamente negativo, creando un conflicto de interés
entre la produccion de leche y la eficiencia reproductiva. De hecho se

observé que vacas de carne tenian mejor fertilidad que vacas lecheras (58).

3.2.5.3 Fase del ciclo estral
En el ciclo estral de la vaca la fase lutea presenta una duracion de 14 a 18

dias. A lo largo de esta etapa se destaca el cuerpo liteo en menor o mayor
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desarrollo. Por su lado, a lo largo de la etapa folicular, con una duracion de
4 a 6 dias, se genera la maduracion y desarrollo completo del foliculo
dominante (con regresion progresiva corporal lateo) y la consecuente

ovulacion (53).

Peso de los ovarios

Existen evidencias indirectas que indican que el nlimero de foliculos durante
las oleadas foliculares se encuentra condicionado por el tamafio de sus
ovarios (59). De manera semejante otro estudio describié que la proporcion
de ovocitos recuperados y el porcentaje del COC de buena calidad disminuia

significativamente segun el tamafio de los ovarios (60).

Edad de la donante
Algunos investigadores recomiendan utilizar ovocitos de novillas de 11
meses para producir embriones in vitro, con resultados similares a los de

vacas adultas (61).

Condicion corporal

La calidad del 6vulo depende de la actividad hormonal de estas hormonas.
Por lo tanto, una vaca en mal estado puede tener un nivel de energia
indeseable que afecte el eje hormonal y por ende el foliculo-ovocito (62).
La condicion del cuerpo debido al desequilibrio nutricional esta relacionada
con el crecimiento de los foliculos ovaricos, lo que puede afectar la
capacidad de los ovocitos; parte de ese cambio parece deberse a cambios
moleculares que alteran el microambiente del ovocito en crecimiento y

maduracion (63).

3.2.6 Escalas de evaluacion de la condicion corporal

Para evaluar la condicion corporal en forma idonea de un régimen de alimentacion

para vacas lecheras, considerando que el ganado lechero deposita sus reservas de

energia alrededor del area pélvica, se utiliza el puntaje estandar de evaluacion de la

condicion corporal; normalmente la puntuacidon que se utiliza esta en una escala de

1 a 5, siendo 1 demasiada delgada y 5 demasiada gorda. Una vaca ideal tiene un

puntaje de condicidon del cuerpo de alrededor de 3.5, sin embargo el sistema es
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creado para tener vacas en ciertas fases de la lactacion en ciertas condiciones

corporales (64).

3.2.7 Crecimiento folicular y ovulacion
Desde la formacion fetal hasta la ovulacion ocurre el proceso de crecimiento
folicular, pareciera que la foliculogénesis no dependeria de las gonadotropinas, el
cual es regulado por el factor interno TGFfB, GDF-9, BPM originados por los
ovocitos, este proceso prosigue gracias a IGF-1, EGF, TGF o, inhibina y activina y
otros. Se da que las foliculogénesis dependientes de gonadotropinas son afectadas
por ella, y estd dada por tres atapas; reclutamiento, seleccion y dominancia. Estos
foliculos terminan en atresia casi 99% (65). La ovulacién se inicia con el pico
preovulatorio de LH, el cual, paralelamente, es inducido por la alta concentracion de
estrogenos circulantes elaborados por el foliculo preovulatorio en un ambiente de
baja concentracion de progesterona circulante. Este pico induce marcados cambios
en el foliculo que integran tanto la reiniciacion de los procesos de maduracion del
ovocito, alteraciones funcionales en el complejo ovocito-células del ctmulo,
modificaciones en la expresion génica de las células de la granulosa que las llevaran
hacia la luteinizacion y otros cambios que ocasionaran al final la separacion de la

pared folicular (66).

3.2.8 Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso de incremento del foliculo y su pasaje por medio de
los diversos estadios de desarrollo, a partir del instante del cual que surge de la
reserva de foliculos formados a lo largo de la ovogénesis, hasta que es ovulado o
entra en atresia (regresion o muerte del foliculo). Previamente del origen, las células
germinales principales u ovogonias cesan su separacion mitdtica y empiezan el
proceso de meiosis, quedando arrestados en la profase de la primera division meiotica
es en este instante donde se denomina ovocito primario (67).

La foliculogénesis comienza durante el desarrollo fetal, las células germinales
primordiales colonizan la géonada primitiva en la quinta semana aproximadamente,
luego por mitosis dan lugar a las ovogonias, seguido del nacimiento y entrando en la
vida reproductiva, entran en el periodo de rapido crecimiento que da origen al
foliculo primordial. al foliculo de Graf. El foliculo primordial, alrededor de los 90

dias, en la vaca se presentan foliculos primordiales bien formados del foliculo
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primordial desarrolla un foliculo primario, luego un foliculo secundario, seguido de

un foliculo antral hasta llegar a foliculo preovulatorio (68).

3.2.9 Clasificacion de los foliculos

Diferentes etapas del desarrollo folicular escrito en muchas categorias de

nomenclatura distinta, aqui presentamos las categorias mas utilizadas nivel

internacional.

3.2.9.1

3.2.9.2

3.2.9.3

Foliculo primordial

Son estructuras casi ovaladas, estdn constituidas por un ovocito en
crecimiento que se detuvo en una fase de diploteno de la profase I de la
meiosis, la cual estd rodeada por una sola capa de células epiteliales
foliculares pregranulosas (69). En bovinos, se observa un promedio de 5
células pregranulosas en la seccion que corta al foliculo primordial por su
mayor diametro en total, el complejo presenta menos de 10 células planas
pregranulosas. El didmetro del ovocito en esta etapa es de unos 30 pm,

mientras que el foliculo primordial tiene un didmetro total menor a 40 um

(70).

Foliculo primario

Consisten en un ovocito rodeado por una capa cubica de células de la
granulosa. El tamafio del foliculo aumenta a aprox. 40-80 um rodeado de
10-40 células de la granulosa. Células cuboides de la granulosa se dividen

en varias capas alrededor del 6évulo (foliculo multilaminar) (70).

Foliculo secundario

Tienen varias capas de células de la granulosa, que a su vez estan rodeadas
por células de la teca (células fusiformes, mas largas que las células de la
granulosa) y el foliculo aumenta de tamafio (80 a 250 um). Las células de la
granulosa comienzan a segregar liquido (liquido folicular), que poco a poco
va formando espacios entre ellas; estos espacios luego se fusionan en una
cavidad conocida como antro folicular; estas células, a su vez secretan
mucopolisacaridos, que forman un halo protector (zona pelucida) alrededor

del ovocito (71).
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3.2.9.4 Foliculo antral

3.2.10

3.2.11

El antro folicular va en crecimiento hasta adquirir las caracteristicas de
foliculo preovulatorio o foliculo de Graff, el antro se forma a partir de
foliculos de 0.2-0.4 mm de didmetro en bovinos; por tanto, ya el ovocito
adquiere una medida de 93 pum (70). Los foliculos preovulatorios

normalmente tienen una medida de 15 mm en animales adultos (72).

Ovogenesis

La ovogénesis incluye en total 3 fases. Proliferacion, crecimiento y maduracion
(51). Con ello ovocito estaria preparado para fertilizacion y consecuente a ello
al desarrollo embrionario. La ovogénesis comprende varias fases; la fase
proliferativa donde las ovogonias se dividen rapidamente, otra es la fase meiotica
donde se realiza la formacion del ovocito primario, la Gltima fase es una intensa
degeneracion de las células germinales primordiales. En esta fase degenerativa,
aquellos ovocitos que sobreviven arrestados el en estado de diploteno de la
meiosis I, la cual esta rodeada por capa simple de la granulosa y se llama a su

vez foliculo (73).

Ovocito

El 6vulo u ovocito es el gameto femenino ovulado, un ovocito secundario que
se encuentra en la fase de metafase, listo para realizar la fecundacion, el ovocito
es la célula de mayor tamafio de los mamiferos, varias capas de células de

granulosa se ubican alrededor formando el complejo cimulos ovocito (74).

3.2.11.1 Ovocito primario
Los ovocitos primarios son un resultado de la diferenciacion de la
ovogonia, durante la primera division meiotica, en la cual hay una
reduccion de la cantidad de cromosomas a ser haploides dicho proceso
se da en el foliculo primordial siendo la iniciativa para la meiosis
incluyendo la replicacion del ADN vy la respectivo arresto meidtico en

diploteno de la profase I (estado dictioteno) (75).

3.2.11.2 Ovocito secundario
Antes de la ovulacion da por finalizado la primera division meidtica y

se forma el ovocito secundario y el primer corpusculo polar,
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rapidamente empieza la segunda division meidtica, deteniéndose en la
metafase II (76). El ovocito secundario muestra cromosomas haploides,
es decir que tiene la mitad de cromosomas que poseia la célula original.
En el proceso de ovulacion, el nicleo del ovocito secundario iniciara la
segunda separacion meiotica donde solo avanzara hasta la metafase,
este es el instante donde se detiene. Solo si un espermatozoide ingresa

el ovocito secundario completard a la segunda division meidtica (77).

Maduracion de ovocitos

En este proceso de la maduraciéon de ovocitos se efectia gradualmente la
capacidad de madurar, ser fertilizado y por ultimo convertirse en un embrion
viable durante la diferenciacion progresiva que se da en la foliculogénesis. Dicho
proceso inicia con el crecimiento de los ovocitos durante las primeras etapas del
desarrollo folicular. A medida que el ovocito llega a su tamafio final, ocurren
modificaciones, menos resaltantes, pero si son necesarias para determinar la
capacidad del ovocito y asi lograr su proposito reproductivo (78).

Es la rotura del foliculo maduro y la liberacion de su 6vulo y las células del
cumulo, lo cual ocurre alrededor del dia 14. Los cambios que ocurren el dia
anterior lo hacen posible: Los estrogenos, mediante retroalimentacion positiva,
dan lugar al pico de LH y a la secrecion de FSH en la adenohipoéfisis, La LH
induce varios acontecimientos. El ovocito primario completa la meiosis I,
produciendo el ovocito haploide secundario y el primer corpusculo polar,
mientras que el liquido folicular aumenta con rapidez, y el foliculo incrementa
su tamafio. Las paredes del foliculo y el tejido ovarico adyacente se debilitan por
la inflamacion y la accion de las enzimas proteoliticas. Los foliculos maduros
revientan cuando aumenta la presion interna y las paredes se debilitan; mientras
tanto, las trompas de Falopio se preparan para recibir el 6vulo liberado al

expandirse alrededor del ovario (79).

Maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito

La MIV es una tecnologia aplicada en técnicas de reproduccion humana asistida,
siendo un procedimiento por el que los ovocitos inmaduros que proceden de
foliculos antrales, se extraen y se maduran en el laboratorio. Los adelantos en la
metodologia de MIV ovocitaria han permitido la préctica rigurosa de la MIV por

la que, los ovocitos inmaduros, que proceden de pequefios foliculos antrales, en
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agrupacion a ciclos de fecundacion in vitro no estimulados (o con una minima
estimulacion ovarica controlada), son inducidos a madurar por medio de
complicados sistemas de cultivo in vitro (80).

Al nacimiento de la hembra, los ovocitos de las especies mamiferas permanecen
bloqueados en la etapa G2 (diploteno) de la profase de la primera division
meiotica y deben reiniciar y terminar la meiosis y la maduracion para que la
fecundacion logre llevarse a cabo. La competencia meiotica, o la capacidad de
los ovocitos para reiniciar y terminar la meiosis, se consigue progresivamente a
lo largo del aumento folicular y ovocitario y estd vinculada a una secuencia de
cambios nucleares y citoplasmaticos. Los primordiales cambios nucleares
integran la separacion de la vesicula germinal (GV), condensacion cromosomica
y progresion a metafase I (MI), extrusion del primer corpusculo polar y bloqueo
en la metafase de la segunda division meidtica (MIl). In vivo, el reinicio de la
meiosis es causado por el pico preovulatorio de LH In vitro, el reinicio de la
meiosis y la maduracion poseen sitio de forma espontanea luego de retirar
fisicamente al ovocito del foliculo. En el ovocito bovino, solo aquellos que
provienen de foliculos de un diametro mayor a 2 mm son meidticamente
competentes. Por otro lado, esos ovocitos con un didmetro inferior o los ovocitos
corticales no adquieren plenamente la competencia meiotica. Por cierto, ciertos
de dichos ovocitos son capaces de realizar una meiosis parcial llegando hasta
MI, empero pocos son capaces de llegar hasta MII y, menos todavia, de
realizarse hasta estadio de blastocisto. Durante la maduracion citoplasmatica hay
una reorganizacion de los organelos citoplasmaticos, empieza la sintesis de
proteinas concretas y se genera un aumento de la actividad de las quinasas,
iniciandose complicadas cascadas de fosforilacion y desfosforilacion de
proteinas especificas que involucran a varias quinasas como el metaphase
promoting elemento (MPF), el ntcleo familiar de las mitogen- activated protein
kinases (MAPK, MAPKK, MAPKKK), el elemento citostatico (CSF), el AMPc
y el receptor del epidermal growth componente (EGFR). Se estima que estas
cascadas de fosforilacion activan moléculas reguladoras nucleares y
ooplasmaticas, dando la capacidad del ovocito para ser fecundado in vitro hasta

el estadio de blastocisto (81).
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Método de obtencion de ovocitos
Los ovarios se pueden obtener de hembras sacrificadas en el matadero. Los

ovocitos se obtienen usando las siguientes técnicas.

3.2.14.1 Aspiracion folicular
El procedimiento de aspiracion, se basa en la succion de los foliculos
situados en el area del ovario mediante una aguja. El didmetro de la
aguja usada es considerado fundamental a efectos de no influir los

ovocitos recogidos (82).

3.2.14.2 Slicing
Esta técnica también se le llama de corte o slicing ovarico, los cortes
pueden ocurrir en una variedad de orientaciones, longitudinal o vertical,
y dado que el ovocito es un area integrada, inclusive se puede usarse
luego de la aspiracion folicular en el que se recibe el triple de ovocitos
ya que se obtienen ovocitos del area integrado los presentes en la

corteza ovarica (83).

3.2.14.3 Aspiracion trasnsvaginal ecoguiada (OPU)
Esta técnica de aspiracion folicular por OPU se basa en el uso de un
transductor de ultrasonido en la base de la ctipula vaginal caudal al
cuello uterino, y la aguja atraviesa la pared vaginal hasta que se
punciona el foliculo o foliculos. El ovario debe extraerse manualmente
del recto, fijarse a un transductor, escanearse el ovario y el foliculo y
observarse con un monitor de ultrasonido, y aspirarse el contenido del

foliculo en un tubo de recoleccion con una bomba de vacio (83).

Evaluacion de ovocitos para maduracion in vitro

La evaluacion o seleccion de 6vulos es parte de la produccion de embriones in
vitro. Las vacas ovulan ovocitos individuales hasta el punto de la puncion
folicular, que puede sufrir degeneracion. Por esta razon, es importante considerar
esto previo a la maduracion in vitro, ya que parte de esta poblacion tiene la
capacidad de fertilizar y desarrollar embriones (84).

Hay 2 criterios de seleccion de ovocitos de acuerdo a su aspecto su citoplasma

y las caracteristicas del ciimulo, es decir el numero de capas de la granulosa;
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seguin Hawk y Wall (85), clasifica en tres tipos los ovocitos; categoria A: calidad
buena; B: calidad intermedia; C: rechazados.

Por otra parte califican en 4 grados o categorias; Grado I: una vez que hay
cimulus con més de 3 capas de células de granulosa, acompanado de citoplasma
con granulaciones pequefias homogéneas; Grado II: una vez que muestra
parcialmente caimulus compacto, con menos de 3 capas de células de granulosa,
con citoplasma y granulaciones heterogéneas; Grado III : presencia de cimulus
expandido, con citoplasma limitado, fragmentado o degenerado; Grado IV: el

ovocito no muestra células del caimulus, es desnudo (38).

Tabla 2. Criterios para la clasificacion de ovocitos de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas previa a la

maduracion (85).

Tipo de Caracteristicas del camulo Caracteristicas del ovocito

ovocito

“Compacto, con varias capas de “Homogéneo, denso y
Calidad buena células. Con Granulosa adherida es finamente granulado”
(A) permisible si el citoplasma se ve

claramente”.

“Grueso usualmente con granulosa ‘“Rango desde homogéneo

adherida, pero el citoplasma no se ve denso y finamente granulado

Calidad claramente; cimulo compacto, con a granulado de tamafio
intermedia- pocas a varias capas, cubriendo al moderado”.

marginal menos la mitad de la zona pelucida”.

(B)

“Parcial o completamente expandido “Granulado grueso o con

con cimulo disperso, falta de células mezcla de muy claras o muy

con presencia de  material oscuras; citoplasma
Rechazadas extracelular, cimulo descolorido descolorido (café claro u
©) (café claro o muy oscuro); corona oscuro); ovocitos deformes”

radiada sin camulo; ovocitos

desnudos”.
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Caracteristicas de un ovocito maduro

Un ovocito maduro debe alcanzar tanto la madurez citoplasmatica como nuclear.
En la madurez nuclear se da con el reinicio de la primera division meidtica hasta
llegar a la metafase II y se reconoce con la formacion del primer corpusculo
polar; por otra parte, la madurez citoplasmatica se aprecia, de forma indirecta la
uniformidad del citoplasma junto con el grado de expansion de las células del
cimulo y un aumento del espacio perivitelino, para la fecundacion se requiere

de ambos procesos de madurez (86).

Parametros de evaluacion de un ovocito maduro

Hay diferentes criterios de evaluacion de la maduracion in vitro de ovocitos,
algunos optan por evaluar en base a la identificacion de la estructura del COC,
el citoplasma del ovocito, el espacio perivitelino, la zona pelucida, el cuerpo
polar y el uso meiotico (87); asi mismo, cromosomas en metafase II (22, 88), por
presencia de corpusculo polar (89, 90) y expansion de las células del cimulo
(22-24, 89, 91-93). El criterio de expansion del cumulos (figura 1) es el
siguiente por Lorenzo (92).

e Expansion nula. No existe expansion apreciable del cumulo.

e Pequefia expansion de aproximadamente un diametro del ovocito.

e Expansion apreciable, de unos dos diametros del ovocito.

e Expansion maxima, de mas de tres didmetros del ovocito, e incluso de las

células de la corona radiada.

++ [Expansién Media) + {Expansidn Leve)

+++ (Expansién Maxima) O [No expansién)

Figura 1. Valoracion de la expansion del cumulo (92).
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Tradicionalmente, la valoracion de la maduracion del ovocito se ha basado en el

grado de expansion del cumulo y la corona que lo rodea (93).

e Metafase II: células del camulo expandidas y luteinizadas.

e Metafase I: células del caimulo menos expandidas.

e Profase I: células del cimulo compactadas.

De acuerdo a su expansion del cimulo la maduracion es relativamente similar a

la maduracion meiotica, ya que la maduracion implica no solamente eventos

nucleares si no también morfolégicos y otros aspectos celulares. otra

clasificacion propuesta por de Loos (91), es por grados de expansion:

e Grado I (+): expansion del Camulus se aprecian células sin elasticidad ni
expansion

e Grado II (++): expansion y elasticidad del camulo, donde las células del
cumulo se aprecian con leve expansion y elasticidad.

e Grado III (+++) de expansion y elasticidad del camulo donde las células de
los cimulos se aprecian méxima expansion y elasticidad considerandose

maduros.

Gonadotropina corionica humana (hCG)

Conocida también como la hormona gonadotrofina coriénica humana,
gonadotropina coridnica humana o coriogonadotropina, estd conformada por 2
cadenas de aminoacidos alfa y beta teniendo uniones no covalentes por un puente
sulfidrilo, que si estas se separan no poseeran actividad; en otras palabras, que
ninguna de ellas tiene actividad por si misma, pero estas se vuelven cuando se
unen. En esta hormona la subunidad a tiene un parecido con otras hormonas
como la LH, FSH y TSH (tirotrofina hipofisiaria); por otro lado la B difiere alas
otras hormonas, y es quien otorga la especificidad (94). Tradicionalmente, la
hCG ha sido el gold estandar para desencadenar la maduracion final de ovocitos
en los ciclos incluidos en técnicas de reproduccion asistida (27). La hCG se
utiliz6 por varios afios para simular el pico endégeno de la hormona luteinizante
(LH), debido a que existen considerables similitudes estructurales entre la hCG
y la LH humana (41). Las hormonas LH y FSH se utilizan cominmente para
complementar el medio de maduracidn, solas o en combinacion, a diferentes
concentraciones, lo que puede dar lugar a discrepancias entre los resultados de
diferentes estudios. (95). La hCG posee mayor afinidad por la LH receptor que

la LH, y es cinco veces mas potente en estimular la actividad cAMP de las células
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de la granulosa, y asi mismo produciendo la regresion meiotica (42). Cuando las
gonadotrofinas II que es equivalente a la LH y estas que son analogas la hCG, al
incrementarse durante la maduracion final de los ovocitos provoca que las
células de la granulosa disminuyan en producir el 17 oa-estradiol e inicie la
produccion del esteroide inductor de la maduracion por medio de inhibicion de
la actividad de la aromatasa P450 que sintetiza al 17 o-estradiol (96), la
gonadotrofina II es la encargada de la rapida expresion del 4cido ribonucleico
mensajero de la enzima 20R-hidroxiesteroide deshidrogenasa en las células de la
granulosa y el esteroide que sintetizan actiia sobre los receptores ubicados en la
membrana plasmatica del ovocito en la cual el complejo esteroide-receptor al
unirse con la proteina G produce la activacion del factor promotor de la
maduracion, ubicado en el citoplasma del ovocito (97).

Otras gonadotropinas también son utilizadas en la maduraciéon in vitro de
ovocitos, ya sea en otras especies, teniéndose asi la influencia de hormonas
foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH) y gonadotropina coridnica equina
(eCQG) en la maduracion in vitro de ovocitos y clivaje de embriones de alpacas
(98), la hCG en alpacas (99). Referirnos a la eCG que posee una vida media
prolongada y un efecto similar a la FSH, esta hormona es producida por las copas
endometriales de la placenta de la yegua, tiene una actividad bioldgica mixta,
con una tendencia mayor a FSH y menor efecto LH; en cambio la hCG muestra
mayor similitud con la LH desde un punto de vista estructural y fisiologico (100),
debida esta similitud la hCG es propicio para la maduracion in vitro. Las ventajas
que poseen estas hormonas gonodotropinas, especificamente la hCG es la de su
similitud a la LH; por ende, las funciones de la LH mencionadas anteriormente,
promueve un factor inhibidor anti-macrofagos, en el crecimiento y desarrollo del
cordon umbilical, la hCG tiene una amplia gama de acciones a través del receptor
hCG/LH. La hCG y la hCG hiperglucosilada aparentemente actiian juntas para
promover el crecimiento y la diferenciacion de las células trofoblasticas o la
formacion de las estructuras vellosas de la placenta y muchos beneficios (101);
de igual manera, la eCG cumple funciones de actividad tipo FSH y LH. Su
administracion estimula el desarrollo de los foliculos de tamafio medio y grande
e induce la ovulacion del foliculo dominante, Aumenta las tasas de ovulacion y
de prefiez de vacas no ciclicas. Como parte de un protocolo de sincronizacion de
inseminacion programada, aumenta las tasas de concepcion en vacas con

ovulacion retrasada y mejora el desarrollo y la supervivencia del embrion, y
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mejora el rendimiento de la técnica en los protocolos de sincronizacion de
embriones receptores (102) y como protocolo de maduraciones in vitro (98); asi
mismo, mejora la MIV, disminuye la apoptosis de los ovocitos sometidos a MIV
y aumenta la expresion de FSH receptor, LH receptor (103); por otra parte, a
pesar de los grandes beneficios de eCG el uso de esta gonadotropina estad
prohibido en algunos paises; ademas, el eCG no tiene un patréon de actividad y
su costo es extremadamente alto (104); asi mismo, una de las desventajas de la
hCG es la preparacion con esta hormona es que los ovocitos se encuentran en
diferentes niveles de maduracion en OPU, lo que significa que hay necesidad de
hacer multiples controles para la maduracion y luego realizar varias rondas de
ICSI cada vez que detecten ovocitos maduros, los cuales aumentan la carga de

trabajo del laboratorio y los costos del procedimiento (105).

Medio de maduracion

En la maduracién de ovocitos in vitro el mas usado y exitosamente es el medio
cultivo tisular (TM199) combinado con sales de Earle's con 4-(2- hidroxietil)-1
piperazinaetanolfonico (HEPES) y bicarbonato como buffer de pH vy
suplementado con piruvato, lactato, vitaminas, aminoacidos, proteinas y purinas,
el desarrollo 6ptimo de las células embrionarias se desarrollan en un pH de 7.4;
por otra parte, se tiene a otros medios mas comunes son el bicarbonato de Krebs-
Ringer modificado de dulbecco modificados, F-10 de Ham modificado, de
Whitten, basal de Eagle con sales de Hank y medio minimo esencial modificado

con sales de Earl (106).

3.3 Marco conceptual

a) Maduracion in vitro de ovocitos. Es una técnica reproductiva el cual los ovocitos

tendran la capacidad desarrollar la pre implantacion del embrion pudiendo llegar a un

desarrollo completo (107).

b) hCG. Es una hormona que esté sintetizada especificamente por tejidos embrionarios,

pituitaria de las mujeres, células tumorales, tejidos fetales, etc. Es conocida por

diferentes denominaciones asi como hormona gonadotrofina coriénica humana,

coriogonadotropina o gonadotropina coriénica humana (hCG) (94).
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Foliculo. El foliculo es la unidad basica del ovario y la estructura que controla las etapas

del proceso reproductivo y el ciclo estral (108).

Tamaiio folicular. es un crecimiento del foliculo y en vacunos se observa crecimientos

de foliculos dominantes de 17.1 mmy 16.5mm Y 11.3 Y 12 mm en cebuinas (109).

Bovino criollo. Respecto al ganado, explicd que el bos taurus surgié del apareamiento
en América con ganado traido de Espafia durante el descubrimiento y la conquista, y
que se adaptaron a diferentes ecosistemas a través del proceso de seleccion natural.

(110).

Ovario. los ovarios son principalmente 6rganos del aparato reproductor femenino,
siendo sus funciones primordiales la produccion de hormonas tales como los estrogenos
y progesterona, en la superficie de este 6rgano se puede apreciar dos estructuras

diferentes siendo los foliculos y el cuerpo lateo (111).
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1 Tipo y nivel de investigacion
La investigacion es de tipo experimental por que el investigador interviene en la
manipulacion de la variable de estudio; prospectivo por que los datos son recogidos a
proposito de la investigacion (primarios) y posee control de sesgo; transversal porque todas
las variables son medidas en una sola ocasion (112).
Pertenece al nivel explicativo, porque da a conocer o explica el comportamiento de una

variable en funcion de otra por ser estudios de causa-efecto (112).

4.2 Diseiio de la investigacion
Se formaron 6 grupos de tratamientos (T), combinados entre tamafio folicular y
concentracion de hCG. EI T1 estuvo compuesto por foliculos <2 mm con concentracion
de 0 UI/mL de hCG; T2 foliculos < 2 mm con concentracion de 5 Ul/mL de hCG; T3
foliculos < 2 mm con concentracion de 15 UI/mL de hCG; el T4 con foliculos >2-8 mm
con concentracion de 0 UI/mL de hCG; T5 foliculos > 2-8 mm con concentracion de 5

UI/mL de hCG; T6 foliculos >2-8 mm con concentracion de 15 UI/mL de hCG.

Tabla 3. Distribucion de los ovocitos de vacunos criollos segun tratamiento con tamafo folicular y madurados

con diferentes concentraciones de hCG.

Repeticiones T1 T2 T3 T4 TS T6
Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo >2-  Foliculo
<2mm <2 mmcon <2mm >2-8 mm 8 mm con >2-8 mm
con hCG hCG con hCG  con hCG hCG con hCG
0 UI/mL 5 UI/mL 15UI/mL 0 UI/mL 5 UI/mL 15 UI/mL
R1 40 40 40 40 40 40
R2 40 40 40 40 40 40
R3 40 40 40 40 40 40
Total 120 120 120 120 120 120

T: tratamiento: R: repeticiones; hCG: hormona coridonica humana
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4.3 Poblacion y muestra
La poblacion fue representada por ovocitos de ovarios recolectados de vacas criollas
faenadas en el matadero de la Municipalidad Provincial de Abancay, estos vacunos en su
gran mayoria poseen condiciones corporales de 1 y 2 es decir vacas demasiadas delgada y
moderadas, con respecto a las edades fueron variados, no se consideraron algin parametro.
La muestra fue determinada mediante muestreo no probabilistico por conveniencia

representada por 720 ovocitos.

4.4 Técnicas e instrumentos / procedimiento de la investigacion
4.4.1 Localizacion
El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Micaela Bastidas

de Apurimac, Abancay, Pert1 (13°38'30.7"S 72°53'16.7"W) (113).

4.4.2 Coleccion de ovarios y transporte
La coleccién y seleccion de ovocitos se ejecutaron segin Segura (37) con algunas
modificaciones. Los ovarios fueron obtenidos de vacas criollas de baja condicion
corporal faenadas en el Matadero de la Municipalidad Provincial de Abancay,
Apurimac, Pert. Los ovarios se colectaron por diseccion y colocados en NaCl al
0.9% suplementado con gentamicina 50 mg/mL, luego fueron transportados en un
termo al laboratorio entre 35 a 37 °C, dentro de 2 a 3 horas posteriores al faenado del

animal.

4.4.3 Recuperacion y evaluacion de ovocitos
Al llegar del lugar de muestreo es decir del camal, los ovarios se transfirieron a un
vaso de precipitado de 500 mL con NaCl al 0.9% mantenido en bafio Maria (Wincom,
HH-2, China) a 37 °C, luego se lavaron 2 a 3 veces con solucion salina para eliminar
restos de sangre y otras impurezas de los tejidos. Los ovocitos fueron recuperados de
foliculos ovaricos de <2 mm y >2 a 8 mm, que fueron medidas con una regla Vernier,
para luego con una jeringa de 10 mL y aguja de 18 G, se extraido el liquido folicular
conteniendo los complejo ovocitos ciimulos fueron mantenidos en bafio Maria a 37
°C, luego de 12 min aproximadamente fueron aspirados con pipetas Pasteur hacia
una placa Petri de 90 x 20 mm, donde se separaron los ovocitos mediante un
estereomicroscopio (Meiji Tecnho, EMZ-5, Jap6on) con un aumento de lente a

objetivo 2x o 4.5x, luego los ovocitos fueron lavados con fosfato buffer salino en
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cinco gotas sucesivas de 50 pL mantenidas sobre platina térmica (C & A Scientific -
Premiere, HXH-2002, Estados Unidos de Norte América-EUA-) a 37 °C.

La clasificacion de los ovocitos se realizd segun caracteristicas morfoldgicas
descritas por Haw y Wall (85), en tres categorias, categoria A: calidad optima
(camulos compactos, con varias capas de células); categoria B: regular calidad o
intermedia (camulos compactos, las células del camulo cubre total o la mitad de la
zona peltcida); categoria C: ovocitos rechazados, sin células del cimulo (poseen
expansion parcial o total, ovocito pequeio, descoloridos, citoplasma oscuro,
granulado, o muy claras, amorfos). Los ovocitos de categoria A y B se seleccionaron
como adecuados para la maduracion in vitro, los ovocitos fueron acostumbrados en
medio TCM-199 en una placa Petri de 90 x 20 mm, luego fueron transferidos a las

placas de maduracion.

4.4.4 Maduracion in vitro de ovocitos
El medio de maduracion es una solucion madre con condiciones higiénicas usando
flujo laminar y filtracion estéril, este medio sirve en la produccion de embriones in
vitro de bovinos como una fuente de nutrientes, que cumplen un rol fundamental en
la maduracion de ovocitos, a esta solucion se le suplementan algunos componentes
mas, este medio consisti6 en TCM-199, con sales Earle's (Sigma, M-7528),
suplementado con suero fetal bovino al 10% (Sigma, F-2442), piruvato 0,2 mM
(Sigma, P-4562), gentamicina 50 ug/mL (Sigma, G-1264), FSH 0.5 ug/mL, 17p-
estradiol 1 ug/mL (Sigma, E-4389), mas hCG con diferentes concentraciones. El
medio fue colocado en una placa Petri (30 x 15 mm), divididos en 7 gotas de 80 uL
de medio, cubiertas con aceite de mineral. Los ovocitos aptos de cada tamafio
folicular fueron cultivados en grupos de 10 por gota y llevados a la maduracion a 38

°C, 5% de CO2, y 90% de humedad relativa por 24 horas.

4.4.5 Evaluacion morfoldgica del ovocito
Los ovocitos fueron retirados de la cdmara de incubacion y observados en un
estereoscopio, se observo los grados de maduraciéon que tuvieron cada ovocito,
clasificandolas en Grado 1: poco o nada de expansion de cumulo; Grado 2: expansion
moderada de las capas del cumulo; Grado 3: expansion de todas las capas del camulo,

este ultimo grado se considera que el ovocito llego a madurar completamente.
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4.5 Analisis estadistico

El analisis de datos se realizo utilizando InfoStat (version estudiantil 2020) (114). Bajo
modelo disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial. Se realizo el analisis de
varianza (ANOVA) para ovocitos recuperados, considerando como variable independiente
el tamano folicular, como variables de respuesta los ovocitos recuperados por ovario,
viables por ovario, calidad A, B y C; mientras para el ANOVA del grado de expansion 1,
2 y 3, las variables de respuesta fueron tamafio folicular y concentraciones de hCG. Los
datos, al inicio del analisis, se comprobaron la normalidad con la Prueba de Shapiro Wilk,
la homogeneidad de varianza con la Prueba de Levene,se meustran en el anexo 6, para este
ultimo los datos de grado de expansion 1, 2 y 3 se transformaron a valores angulares, se
muestran en el anexo 11. Para comparar las medias se us6 la prueba de Bonferroni. Se
consider? significativo a P < 0,05.

El modelo estadistico fue:

Y=p+F+C+FC+e
Donde:
Y = Promedio de grado de expansion del cumulo del ovocito de la vaca, ovocitos
recuperados por ovario, viables por ovario, calidad A, B y C.
p = Media general
F = Foliculo de diferentes tamafios
C = Concentracion de hCG
FC = Interaccion de F por C

E = Error experimental
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Analisis de resultados
5.1.1 Ovocitos recuperados
Los resultados de ovocitos recuperados de vacas criollas se observan en la Tabla 4.
El promedio de ovocitos recuperados por ovario entre los diferentes tamaios
foliculares (< 2 mm y >2-8 mm) no presentd diferencia (P>0.05), tampoco hubo
diferencia para ovocitos viables por ovario; asi mismo para las diferentes calidades
de ovocitos (P>0.05), se muestran n el anexo 4. Se recuper6 1.72 + 0.57 ovocitos
por ovario para foliculos <2 mm; 2.15 + 0.83 ovocitos por ovario para foliculos > 2-
8 mm También se obtuvo 1.14 + 0.60; 1.31 + 0.15 ovocitos viables para foliculos <

2 mm y > 2-8 mm, respectivamente.

Tabla 4. Ovocitos (media + DE) recuperados seglin tamaiio folicular de vacas criollas

(P<0.05)
Ovocitos recuperados

Ovarios

Tamaiio Calidad (%)
Viables
folicular Total Por ovario A B C
n por ovario!
Buena Intermedia Rechazada

<2mm 438 718 1.72+£0.57 1.14+£0.60 20.78+£594 4296+11,93 36.26+15.52
>2-8 mm 456 930 215+£083 131+0.15 21.82+7.16 39.52+8,89 38.66+t11.27

Yovocitos de categoria A y B considerados aptos para maduracion in vitro.

5.1.2 Expansion del cumulo del ovocito suplementado con diferentes

concentraciones de gonadotropina corionica humana (hCG)

Se muestran en la Tabla 5, los resultados del efecto de la hCG en la expansion del
ctimulo del ovocito de vacas criollas. El tamafio folicular y la suplementacion de hCG
en la maduracion in vitro no presentd interaccion (P>0.05), se muestran en el anexo
Tpara corroborar. Dada esta razon las variables se dividen e interpretadas por
separado en tablas. Hubo diferencia entre suplementacion de hCG versus grupo
control en la expansion del cimulo grado 3 (P<0.05). Entre las concentraciones de

hCG 5 y 15 UI/mL no presentaron diferencia (P>0.05), se muestran en el anexo 9.
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Tabla 5. Promedio (media + DE) de grado de expansion del cimulo de ovocitos con diferentes concentraciones

de gonadotropina coridonica humana (hCG)

Expansion del caimulo (% + DE)

Grados de Concentracion hCG (UI/mL)
expansion 0 5 15
hCG (n=306) (n=306) (n=289)

Grado 1 58.83 +6.00° 7.39+2.13° 7.94+231°
Grado 2 24,74 +4.94*  34.17 +5.66° 31.3 +4.85°
Grado 3 1643 £2.36* 58.45+6.14° 60.76 £ 6.34°

Letras con superindice distintas dentro de la fila indican diferencia (P< 0.05)

Grado 1: poco o nada de expansion de cumulo; Grado 2: expansion moderada de las capas del

cumulo; Grado 3: expansion de todas las capas del camulo

5.1.3 Expansion del cumulo de ovocito segiin tamaiio folicular
Los resultados de la expansion de cimulos (grado 3) del ovocito segun tamafio
folicular tabla 6. La expansion para el grado 3, no presentd diferencia (P>0.05) entre
ovocitos procedentes de foliculos <2 y >2 a 8§ mm, para corroborar se muestra en el

anexo 7. Siendo los promedios para foliculos <2mm 46.51 +21.47% y para foliculos

>2a8mm44.96 +21.62%.

Tabla 6. Promedio (media + DE) de grado de expansion del cimulo de ovocitos segun tamafio folicular,

(P>0.05).

Expansion del camulo (%)

Grado de Tamaio Folicular
expansion
<2 mm >2 a8 mm
(n)427 (n)474
Grado 1 23.88 £25.11 24.61 £24.79
Grado 2 29.61 £6.12 30.43 £ 6.66
Grado 3 46.51 +£21.47 44.96 + 21.62

Grado 1: poco o nada de expansion de cimulo; Grado 2: expansion moderada de las capas del camulo;

Grado 3: expansion de todas las capas del cimulo
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5.2 Discusion
En el presente estudio, el promedio total de ovocitos recuperados por ovario de foliculos <
2 mm fue 1.72 + 0.57 y de foliculos > 2-8 mm fue 2.15 £ 0.83. Estos resultados son
similares al estudio de Sulca (115), quien obtuvo un promedio de 1.85 £ 1.25 ovocitos
recuperados por ovario. Mientras otros alcanzaron entre 4 a 5 ovocitos por ovario (62, 116),
estos valores son superiores a los obtenidos en el presente estudio, probablemente se deba
a que los autores tomaron muestras, cuando se usaba una dieta de pastoreo o basada en
energia la cual refleja en un estado corporal deseable, y es por eso que la calidad y el
numero de ovocitos en el ganado son excelentes, como lo reporta (62), asi reflejando los
mecanismos reproductivos afectados como se muestra. Otro reporte por Gonzales (117),
demostrd que por aspiracion folicular encontrd 3.8 ovocitos por ovario, y 4.58 por (118),
en vacas mestizas. Esta diferencia fundamentalmente se atribuiria al estado corporal del
animal, dado que en el presente estudio los animales se encontraban en estado corporal
bajo, otro factor que pudo afectar en estos resultados son el uso de biseles respecto al
diametro y tipo de bisel que las agujas tienen, deben guardar relacion con el nivel de
succion practicado. Los trabajos realizados por (82), consideran el éxito de coleccion de

ovocitos. Otro factor se debe a la morfologia del ovario (119) y otros factores externos.

Los resultados de la expansion de las células del camulo del ovocito en el presente estudio
es la siguiente 60.76 £ 6.34% del grado 3 que indica la maduracion optima, que son
similares a los reportes de Rizo (24), quien usé hCG de 10 UI/mL, encontrando 62% de
ovocitos madurados en Bos indicus. Los ovocitos de las cebuinas tienen mejor maduracion
respecto a Bos taurus (120). Otro reporte por Nguyen et al. (46) alcanzaron resultados
similares de 51.2 £2.7 y 52.7 + 2.7% de maduracion del ovocito utilizando concentraciones
de hCG 5 y 15 UI/mL. En otros estudios, Vasquez-Araque (23) obtuvo 40.8 y 88.4% de
expansion total de cimulos, utilizando 10 UI/mL de LH, uno de los resultados es mayor al
presente estudio, esta diferencia se atribuiria a la pre incubacion por 6 h realizada en dicho
estudio; por otra parte, el otro resultado que obtuvo es inferior a nuestro resultado. Por otro
lado, Carrillo et al. (22) obtuvieron alrededor de 81.12% de expansion de grado 3 del
cumulo de ovocitos, con suplementacion de 5 UI/mL de LH durante la maduracion in vitro.
Los resultados obtenidos en la expansion del cimulo del grado 3 que es la maxima en
maduracion in vitro, se evidencia que para los diferentes tamafios foliculares no hay
diferencia significativa, siendo el promedio 46.51 + 21.47% para foliculos de <2 mm, y
44.96 + 21.62 para foliculos > 2 a 8 mm. Segura (37) considerando los tamafios foliculares

de 1-2 y 3-4 mm, llegd a obtener 89 y 85% de ovocitos madurados, en consecuencia los
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diferentes tamafios foliculares poseen similar maduracion. Asi mismo, Ayala et al. (44),
indican que los tamafios foliculares menores a 4 mm llegaron a 74.9% de maduracion,
mientras los foliculos de 4-8 mm alcanzaron 75% de maduracion. Otro reporte por Castro
(47), demostrd que foliculos grandes (2-8 mm), y pequefios (<2 mm), tras la MIV no se
observaron diferencias significativas en la tasa de metafase II (18.1% vs 22.1%) de
ovocitos, ademas Muasa et al. (45) reportaron que foliculos de 1-3 mm de diametro son

capaces de producir ovocitos competentes en el desarrollo.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
El tamafno folicular no influyé en promedio de ovocitos recuperados por ovario ni
ovocitos viables para maduracion in vitro de ovocitos de vacas criollas.
No hubo interaccion entre el tamafio folicular y la concentracion de hCG en la
maduracion in vitro de ovocitos de vacas criollas.
Las concentraciones de hCG 5 Ul/mL fue suficiente para la expansion del cumulo de
ovocitos, la misma que no fue influida por el tamafio folicular durante la maduracion in

vitro de ovocitos de vacas criollas.

6.2 Recomendaciones
Realizar investigaciones con variables de estudio relacionado con tamafos foliculares.
Evaluar la maduracion in vitro de vacunos criollos con diferentes parametros de
evaluacion.
Determinar calidad, cantidad, ovocitaria de vacunos criollos de baja condicidon corporal
Realizar investigaciones de maduracion in vitro de ovocitos con vacas criollas de

condicion corporal 3.
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Anexo 1. Base de datos de la coleccion de ovocitos
Tabla 7. Base de datos de la coleccion de ovocitos por medio de la técnica de aspiracion folicular

REP CONC FOL A B C A:B:C A:B OVA A% B% C%

1 0 MEN 14 39 12 65 53 22 21.54 60.00 18.46
2 0 MEN 13 31 11 55 44 32 23.64 56.36 20.00
3 0 MEN 7 17 9 33 24 16 21.21 51.52 27.27
4 0 MEN 9 14 15 38 23 28 23.68 36.84 39.47
1 0 MAY 16 15 23 54 31 22 29.63 27.78 42.59
2 0 MAY 13 39 15 67 52 32 19.40 58.21 22.39
3 0 MAY 9 18 9 36 27 16 25.00 50.00 25.00
4 0 MAY 7 16 15 38 23 28 18.42 42.11 39.47
5 0 MAY 11 23 31 65 34 39 16.92 35.38 47.69
6 0 MAY 5 12 24 41 17 14 12.20 29.27 58.54
1 5 MEN 15 35 6 56 50 22 26.79 62.50 10.71
2 5 MEN 8 19 14 41 27 36 19.51 46.34 34.15
3 5 MEN 10 26 18 54 36 19 18.52 48.15 33.33
4 5 MEN 11 23 19 53 34 32 20.75 43.40 35.85
1 5 MAY 16 25 10 51 41 22 31.37 49.02 19.61
2 5 MAY 9 28 32 69 37 36 13.04 40.58 46.38
3 5 MAY 14 29 13 56 43 19 25.00 51.79 23.21
4 5 MAY 10 19 22 51 29 32 19.61 37.25 43.14
5 5 MAY 9 11 13 33 20 28 27.27 33.33 39.39
6 5 MAY 4 13 14 31 17 18 1290 41.94 45.16
1 15 MEN 6 18 34 58 24 39 10.34 31.03 58.62
2 15 MEN 7 10 7 24 17 18 29.17 41.67 29.17
3 15 MEN 10 10 22 42 20 34 23.81 23.81 52.38
4 15 MEN 13 19 18 50 32 37 26.00 38.00 36.00
5 15 MEN 10 16 10 36 26 22 27.78 44.44 27.78
6 15 MEN 5 10 32 47 15 35 10.64 21.28 68.09
7 15 MEN 7 19 13 39 26 28 17.95 48.72 33.33
8 15 MEN 3 9 15 27 12 18 11.11 33.33 55.56
1 15 MAY 21 25 43 89 46 39 23.60 28.09 48.31
2 15 MAY 15 32 36 83 47 18 18.07 38.55 43.37
3 15 MAY 11 32 36 79 43 34 13.92 40.51 45.57
4 15 MAY 17 17 25 59 34 37 28.81 28.81 42.37
5 15 MAY 10 11 7 28 21 22 35.71 39.29 25.00
A: cantidad de ovocitos de categoria A

B: cantidad de ovocitos de categoria B

C: cantidad de ovocitos de categoria C

A-B-C: cantidad total de ovocitos de las diferentes categorias

A-B: cantidad total de ovocitos viables para maduracion in vitro

FOL: tamafio folicular

MAY: foliculos mayores

MEN: foliculos menores

CONC: concentraciones de hCG (UI/mL)

REP: repeticiones

Anexo 2. Pruebas de normalidad y homogeneidad
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Tabla 8. Prueba de Shapiro-Wilks para normalidad de datos de ovocitos recuperados.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. WH* p (Unilateral D)
RDUO A % 33 0.00 6.49 0.94 0.2019
RDUO B% 33 0.00 10.31 0.96 0.6290
RDUO C% 33 0.00 13.28 0.97 0.7369

Tabla 9. Pruebas de Levene para homogeneidad de varianza de ovocitos recuperado

segun tamafo folicular.

RABS A %

F.V. SC gl CM F p-valor_
Modelo 19.14 1 19.14 1.56 0.2210
FOL 19.14 1 19.14 1.56 0.2210
Error 380.23 31 12.27
Total 399.36 32 _

RABS B%

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 52.63 1 52.63 1.35 0.2545
FOL 52.63 1 52.63 1.35 0.2545
Error 1210.53 31 39.05
Total 1263.16 32
RABS C%

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 48.12 1 48.12 0.72 0.4011
FOL 48.12 1 48.12 0.72 0.4011
Error 2058.04 31 66.39
Total 2106.15 32
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Anexo 3. Medidas estadisticas de resumen
Tabla 10. Medidas estadisticas de resumen de la (Media + Desviacion estandar)

de ovocitos colectados.
Medidas resumen

FOL Variable n Media D.E. E.E.

MAY A% 17 21.82 7.15 1.74
MAY B% 17 39.52 8.89 2.16
MAY C% 17 38.66 11.27 2.73
MEN A % 16 20.78 594 1.49
MEN B% 16 4296 11.93 2.98
MEN C% 16 36.26 15.52 3.88
MAY: foliculos mayores

MEN: foliculos menores

Anexo 4. Analisis de varianza para categorias de ovocitos
Tabla 11. ANOVA para las diferentes categorias de ovocitos colectados segtin tamaifio folicular.

Categoria A %

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 8.89 1 8.89 0.20 0.6544
FOL 8.89 1 8.89 0.20 0.6544
Error 1348.41 31 43.50
Total 1357.30 32
Categoria B%

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 97.41 1 97.41 0.89 0.3532
FOL 97.41 1 97.41 0.89 0.3532
Error 3398.91 31 109.64
Total 3496.32 32
Categoria C%

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 47.38 1 47.38 0.26 0.6136
FOL 47.38 1 47.38 0.26 0.6136
Error 5646.29 31 182.14

Total 5693.67 32
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Anexo 5. Base de datos de la maduracion in vitro de ovocitos
Tabla 12. Base de datos de la maduracion in vitro de ovocitos por expansion de

los cimulos.

Datos del grado de maduracion por expansion del cimulo
Transformados a %
REP CONC FOL Gl G2 G3 FOL Gl G2 G3

1 0 MEN 32 10 6 MEN 66.67 20.83 12.50
2 0 MEN 19 6 5 MEN 63.33 20.00 16.67
3 0 MEN 11 6 3 MEN 55.00 30.00 15.00
4 0 MEN 6 3 2 MEN 54.55 27.27 18.18
5 0 MEN 20 6 4 MEN 66.67 20.00 13.33
1 0 MAY 14 9 5 MAY 50.00 32.14 17.86
2 0 MAY 32 13 9 MAY 59.26 24.07 16.67
3 0 MAY 15 4 4 MAY 65.22 17.39 17.39
4 0 MAY 10 5 4 MAY 52.63 26.32 21.05
5 0 MAY 18 7 5 MAY 60.00 23.33 16.67
5 0 MAY 7 4 2 MAY 53.85 30.77 15.38
1 5 MEN 5 16 25 MEN 10.87 34.78 54.35
2 5 MEN 2 8 13 MEN 8.70 34.78 56.52
3 5 MEN 2 13 17 MEN 6.25 40.63 53.13
4 5 MEN 2 8 20 MEN 6.67 26.67 66.67
1 5 MAY 3 11 23 MAY 8.11 29.73 62.16
2 5 MAY 1 11 20 MAY 3.13 34.38 62.50
3 5 MAY 3 18 18 MAY 7.69 46.15 46.15
4 5 MAY 2 9 19 MAY 6.67 30.00 63.33
5 5 MAY 1 5 10 MAY 6.25 31.25 62.50
6 5 MAY 2 7 12 MAY 9.52 33.33 57.14
1 15 MEN 1 6 13 MEN 5.00 30.00 65.00
2 15 MEN 1 4 8 MEN 7.69 30.77 61.54
3 15 MEN 3 11 31 MEN 6.67 24.44 68.89
4 15 MEN 2 9 17 MEN 7.14 32.14 60.71
5 15 MEN 1 3 6 MEN 10.00 30.00 60.00
6 15 MEN 1 3 7 MEN 9.09 27.27 63.64
7 15 MEN 2 8 12 MEN 9.09 36.36 54.55
8 15 MEN 1 3 4 MEN 12.50 37.50 50.00
1 15 MAY 3 16 23 MAY 7.14 38.10 54.76
2 15 MAY 1 7 20 MAY 3.57 25.00 71.43
3 15 MAY 2 8 11 MAY 9.52 38.10 52.38
4 15 MAY 2 9 19 MAY 6.67 30.00 63.33
5 15 MAY 1 3 7 MAY 9.09 27.27 63.64
FOL.: tamafio folicular

MAY: foliculos mayores

MEN: foliculos menores

CONC: concentraciones de hCG (UI/mL)

REP: repeticiones

Gl: Grado 1: poco o nada de expansion de cimulo

G2: Grado 2: expansion moderada de las capas del cimulo

G3: Grado 3: expansion de todas las capas del cumulo (ovocito madurado)
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Anexo 6. Pruebas de normalidad y homogeneidad para grados de expansion del cimulo
Tabla 13. Prueba de Shapiro-Wilks para normalidad datos de los grados de expansion del cumulo.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E.  W* p (Unilateral D)

RDUO G1 34 0.00 3.58 0.97 0.7735
RDUO G2 34 0.00 495 0.93 0.1020
RDUOG3 34 0.00 5.11 0.96 0.5486

Tabla 14. Prueba de Levene para homogeneidad de varianza de los grados de expansion del cumulo.

RABS G1

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 2.6E-03 3 8.5E-04 1.61 0.2077
CONC 2.6E-03 2 1.3E-03 2.41 0.1066
FOL 1.5E-05 1 1.5E-05 0.03 0.8671
Error 0.02 30 5.3E-04

Total 0.02 33

RABS G2

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 8.6E-04 3 2.9E-04 0.29 0.8298
CONC 1.9E-04 2 9.3E-05 0.10 0.9090
FOL 6.2E-04 1 6.2E-04 0.64 0.4308
Error 0.03 30 9.8E-04

Total 0.03 33

RABS G3

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 0.01 3 1.8E-03 1.54 0.2234
CONC 0.01 2 2.6E-03 2.31 0.1171
FOL 1.3E-04 1 1.3E-04 0.11 0.7430
Error 0.03 30 1.1E-03

Total 0.04 33
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Anexo 7. Andlisis de varianza para grados de expansion del cumulo
Tabla 15. ANOVA para grados de maduracion, segiin concentracion, tamafio folicular e interaccion.

Gl1:

F.V. SC ol CM F p-valor
Modelo 19511.09 5 3902.22 270.23 <0.0001
CONC 19202.58 2 9601.29 664.89 <0.0001
FOL 42.63 1 42.63 2.95 0.0968
CONC*FOL 18.66 2 9.33 0.65 0.5317
Error 404.33 28 14.44
Total 19915.42 33
G2:

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 514.38 5 102.88 3.59 0.0124
CONC 504.80 2 252.40 8.80 0.0011
FOL 6.14 1 6.14 0.21 0.6471
CONC*FOL 6.08 2 3.04 0.11 0.8998
Error 802.94 28 28.68
Total 1317.33 33
G3:

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 14000.97 5 2800.19 91.45 <0.0001
CONC 13737.53 2 6868.77 224.33 <0.0001
FOL 16.57 1 16.57 0.54 0.4681
CONC*FOL 4.80 2 2.40 0.08 0.9248
Error 857.32 28 30.62
Total 14858.30 33

Anexo 8. Medida de estadisticas de resumen para concentraciones de hCG
Tabla 16. Medidas estadisticas de resumen de la (Media + Desviacion estandar) de

la concentracion de hCG

CONC Variable n Media D.E. E.E._

0 Gl 11 58.83 6.00 1.81

0 G2 11 2474 494 149

0 G3 11 16.43 236 0.71

5 Gl 10 7.39 2.13 0.67

5 G2 10 3417 5.66 1.79

5 G3 10 58.45 6.14 1.94

15 Gl 13 7.94 231 0.64

15 G2 13 31.30 4.85 1.34

15 G3 13 60.76 6.34 1.76_
CONC: concentraciones de hCG (Ul/mL)

Gl: Grado 1: poco 0 nada de expansion de cimulo

G2: Grado 2: expansion moderada de las capas del camulo
G3: Grado 3: expansion de todas las capas del cumulo (ovocito madurado)
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Anexo 9. Andlisis de varianza y prueba de comparacion multiple a través de test de Bonferroni

para concentraciones de hCG
Tabla 17. ANOVA y pruebas de comparacion multiple para la variable concentracion hCG

Gl

F.V. SC gl CM F p-valor_
Modelo 19460.78 2 9730.39 649.63 <0.0001
CONC 19460.78 2 9730.39 649.63 <0.0001
Error 464.33 31 14.98

Total 19925.11 33

Test: Bonferroni Alfa=0.05 DMS=4.13901
Error: 14.9783 gl: 31

CONC Medias n E.E. _
0 58.83 11 1.17 A

15 7.94 13 1.07 B
5 7.39 10 1.22 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

G2

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 500.53 2 250.26 9.52 0.0006
CONC 500.53 2 250.26 9.52 0.0006
Error 814.80 31 26.28

Total 1315.33 33

Test: Bonferroni Alfa=0.05 DMS=5.48291
Error: 26.2840 gl: 31

CONC Medias n E.E.

5 34.17 10 1.62 A

15 31.30 13 1.42 A

0 24.74 11 1.55 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

G3

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 13998.27 2 6999.14 247.01 <0.0001
CONC 13998.27 2 6999.14 247.01 <0.0001
Error 878.42 31 28.34

Total 14876.69 33
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Test: Bonferroni Alfa=0.05 DMS=5.69291
Error: 28.3360 gl: 31

CONC Medias n E.E.

15 60.76 13 148 A

5 58.45 10 1.68 A

0 16.43 11 1.60 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Anexo 10. Medidas estadisticas de resumen de la variable tamafo folicular
Tabla 18. Medidas estadisticas de resumen de la (Media + Desviacion estdndar) de la variable tamafio folicular

FOL Variable n Media D.E. E.E.

MAY Gl 17 24.61 24.79 6.01

MAY G2 17 3043 6.66 1.62

MAY G3 17 4496 21.62 5.24

MEN Gl 17 23.88 25.11 6.09

MEN G2 17 29.61 6.12 148

MEN G3 17 46.51 21.47 5.21

FOL: tamaifio folicular

MAY: foliculos mayores

MEN: foliculos menores

Gl: Grado 1: poco o nada de expansion de ciimulo

G2: Grado 2: expansion moderada de las capas del cumulo
G3: Grado 3: expansion de todas las capas del cimulo (ovocito madurado)
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Anexo 11. Base de datos de valores angulares
Tablas 19. Datos de valores normales transformados a valores angulares para la prueba de homogeneidad

Datos transformados a valores

Datos originales angulares
CONC FOL Gl G2 G3 Gl G2 G3 CONC FOL Gl G2 G3
0 MEN 66.67 20.83 12.50 0.82 0.46 0.35 0 MEN 0.96 0.47 0.36
0 MEN 63.33 20.00 16.67 0.80 0.45 041 0 MEN 0.92 0.46 0.42
0 MEN 55.00 30.00 15.00 0.74 0.55 0.39 0 MEN 0.84 0.58 0.40
0 MEN 54.55 27.27 18.18 0.74 0.52 043 0 MEN 0.83 0.55 0.44
0 MEN 66.67 20.00 13.33 0.82 0.45 0.37 0 MEN 0.96 0.46 0.37
0 MAY 50.00 32.14 17.86 0.71 0.57 0.42 0 MAY 0.79 0.60 0.44
0 MAY 59.26 24.07 16.67 0.77 0.49 041 0 MAY 0.88 0.51 0.42
0 MAY 65.22 17.39 17.39 0.81 0.42 042 0 MAY 0.94 0.43 043
0 MAY 52.63 26.32 21.05 0.73 0.51 0.46 0 MAY 0.81 0.54 0.48
0 MAY 60.00 23.33 16.67 0.77 0.48 0.41 0 MAY 0.89 0.50 0.42
0 MAY 53.85 30.77 15.38 0.73 0.55 0.39 0 MAY 0.82 0.59 0.40
5 MEN 10.87 34.78 54.35 0.33 0.59 0.74 5 MEN 0.34 0.63 0.83
5 MEN 8.70 34.78 56.52 0.29 0.59 0.75 5 MEN 0.30 0.63 0.85
5 MEN 6.25 40.63 53.13 0.25 0.64 0.73 5 MEN 0.25 0.69 0.82
5 MEN 6.67 26.67 66.67 0.26 0.52 0.82 5 MEN 0.26 0.54 0.96
5 MAY 8.11 29.73 62.16 0.28 0.55 0.79 5 MAY 0.29 0.58 0.91
5 MAY 3.13 34.38 62.50 0.18 0.59 0.79 5 MAY 0.18 0.63 0.91
5 MAY 7.69 46.15 46.15 0.28 0.68 0.68 5 MAY 0.28 0.75 0.75
5 MAY 6.67 30.00 63.33 0.26 0.55 0.80 5 MAY 0.26 0.58 0.92
5 MAY 6.25 31.25 62.50 0.25 0.56 0.79 5 MAY 0.25 0.59 091

5 MAY 9.52 33.33 57.14 0.31 0.58 0.76 5 MAY 0.31 0.62 0.86
15 MEN 5.00 30.00 65.00 0.22 0.55 0.81 15 MEN 0.23 0.58 0.94
15 MEN 7.69 30.77 61.54 0.28 0.55 0.78 15 MEN 0.28 0.59 0.90
15 MEN 6.67 24.44 68.89 0.26 0.49 0.83 15 MEN 0.26 0.52 0.98
15 MEN 7.14 32.14 60.71 0.27 0.57 0.78 15 MEN 0.27 0.60 0.89
15 MEN 10.00 30.00 60.00 0.32 0.55 0.77 15 MEN 0.32 0.58 0.89
15 MEN 9.09 27.27 63.64 0.30 0.52 0.80 15 MEN 0.31 0.55 0.92
15 MEN 9.09 36.36 54.55 0.30 0.60 0.74 15 MEN 0.31 0.65 0.83
15 MEN 12.50 37.50 50.00 0.35 0.61 0.71 15 MEN 0.36 0.66 0.79
15 MAY 7.14 38.10 54.76 0.27 0.62 0.74 15 MAY 0.27 0.67 0.83
15 MAY 3.57 25.00 71.43 0.19 0.50 0.85 15 MAY 0.19 0.52 1.01
15 MAY 9.52 38.10 52.38 0.31 0.62 0.72 15 MAY 0.31 0.67 0.81
15 MAY 6.67 30.00 63.33 0.26 0.55 0.80 15 MAY 0.26 0.58 0.92
15 MAY 9.09 27.27 63.64 0.30 0.52 0.80 15 MAY 0.31 0.55 0.92

FOL.: tamafio folicular

MAY: foliculos mayores

MEN: foliculos menores

CONC: concentraciones de hCG (Ul/mL)

Gl: Grado 1: poco o nada de expansioén de cimulo

G2: Grado 2: expansion moderada de las capas del cimulo

G3: Grado 3: expansion de todas las capas del cumulo (ovocito madurado)
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Figura 3. Preparacion de medios solucion madre para MIV

Figura 4. Preparacion de medio de maduracion y plaqueo
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Figura 7. Busqueda de ovocitos
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Figura 8. Categorizacion de ovocitos

Figura 10. Incubacion en camara de CO2

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



-59 de 70 -

Figura 12. Clasificacion de los ovocitos después de la maduracion, segliin grado de
maduracion

Figura 13. Toma de los datos de maduracion.
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Figura 14. Toma de datos de vacas criollas
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