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TEMA: “Evaluacion de las caracteristicas de los ovocitos antes y después de la

crioconservacion, seguin la edad de bovinos de matadero”.

RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccion en el Centro de Experimentacion y Produccion Salache
“CEYPSA”, de la Universidad Técnica de Cotopaxi, cuyo tema: EVALUACION
DE LAS CARACTERISTICAS DE LOS OVOCITOS ANTES Y DESPUES DE
LA CRIOCONSERVACION, SEGUN LA EDAD DE BOVINOS DE
MATADERO.

El objetivo principal de la presente investigacion fue Evaluar las caracteristicas de
los ovocitos segiin la edad de bovinas de matadero mediante un laboratorio de
biotecnologia CEYPSA de reproduccion para evidenciar su funcionalidad. Para
ello se recolectaron ovarios de vacas de matadero recolectados en el camal de
Saquisili, las cuales fueron clasificadas en tres grupos, Grupo 1 (2 a 3 afos),

Grupo 2 (6 a 7 afios), Grupo 3 (10 a 11 afos).

El procedimiento realizado con 30 ovarios correspondientes a 15 bovinas hembras
y se obtuvo 217 ovocitos equivalente al 100% de los cuales se clasifico segun la
edad de las hembras bovinas, en el Grupo 1 95 ovocitos en donde 75 son categoria
I en el parametro calidad; en el Grupo 2 70 ovocitos con 47 de calidad I y en el
Grupo 3 con 52 ovocitos, pero de estos 34 calidad I, por tanto en el parametro
calidad se obtiene de 156 ovocitos. Evidenciando que en la juventud los ovarios

presentan mas actividad folicular y mas ovocitos que en animales maduros.

De acuerdo a la practica realizada en el Laboratorio CEYPSA, se determind y se
recomienda que las bovinas reproductoras de 2 a 3 afos de edad, sean los
ejemplares mas Optimos para recolectar ovocitos para obtener nuevas crias con
caracteristicas genéticas similares y de calidad teniendo en cuenta que luego de

ser adecuadamente crioconservados no sufren alteracion alguna.
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SUMMARY

Thirst esearchwas conducted at the Laboratorio de Biotecnologia de Ia
Reproduccion en el Centro de Experimentacion y Produccion Salache "CEYPSA"
Technical University of Cotopaxi, whosetheme: EVALUACION DE LAS
CARACTERISTICAS DE LOS OVOCITOS ANTES Y DESPUES DE LA
CRIOCONSERVACION, SEGUN LA EDAD DE BOVINOS DE MATADERO.

The main objective of this research was to evaluate the characteristics of oocytes
by age of bovine slaughterhouse by a biotechnology laboratory CEYPSA play to
demonstrate its functionality. To do slaughterhouse cows ovaries collected at the
slaughterhouse Saquisili, which were classified into three groups, T1 (2-3 years),

T2 (6-7 years), T3 (10-11 years) were collected.

The procedure performed with 30 ovaries corresponding to 15 females and 217
bovine oocytes was obtained equivalent to 100% of which was classified by age
of bovine females, oocytes in Q1 95 where 75 are category I in the quality
parameter; 70 on T2 quality oocytes with 47 I and 52 oocytes T3, but quality of
these 34 I, therefore the quality parameter is obtained from 156 oocytes. Which
shows that youth have more follicular ovarian activity and therefore more mature

oocytes in animals?

According to the practice done in the CEYPSA Laboratory, was determined and
recommended that breeding cattle from 2-3 years of age, are the best specimens to
collect oocytes for new offspring with similar genetic characteristics and quality

considering that after being properly cryopreserved not suffer any alteration.
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INTRODUCCION

En los bovinos, el proceso reproductivo constituye la esencia de la renovacion
bioldgica al igual que en todas las especies de seres vivos. Para ello es necesaria
una alta eficiencia reproductiva como requisito basico para lograr el éxito

economico de la ganaderia sea de leche, carne o doble propésito.

La baja eficiencia de las hembras reproductoras significa mermas importantes en
los rendimientos de produccion lechera e, indirectamente en la produccion de

terneros destetados en cada ciclo reproductivo por afio.

El proceso reproductivo es regulado directamente por el sistema endocrino, el cual
a la vez es fuertemente influenciado por las condiciones de salud, alimentacion,
ambiente, enfermedades y otros factores que inciden en la vida de la reproductora

(vaca o vacona).

A lo largo de la vida reproductiva de la hembra (vaca o vacona) es importante
llevar registros de los parametros reproductivos, los cuales permitan determinar
cudndo reemplazarlas, nimero de periodos de produccion lechera y los
rendimientos lacteos. Todo ello requiere de un rdpido crecimiento hasta la
pubertad, procrear crias viables, produccion lactea importante que permita
alimentar la cria y vender al mercado generando ingresos al propietario del hato
ganadero, y volver rapidamente al estro para continuar la vida reproductiva y

productora de leche.

La hembra rumiante (vacona) alcanza la pubertad cuando presenta el primer
comportamiento de estro, el mismo que va acompaflado de la ovulacion y
maduracion del cuerpo liteo en el ovario de nueva reproductora (vacona). Dicha
condicion se determina por el genotipo, tamafio y peso del animal (que oscila
entre el 55 al 60% del peso total que alcanzaran en la edad adulta) (factores
enddgenos), estacion del ano de nacimiento, época de lluvias, tipo de nutricion,

temperatura ambiental de la region o localidad, fotoperiodo, método de crianza y

XV



las enfermedades a las cuales ha estado expuesta la reproductora (factores

exogenos).

En reproductoras adultas, el ciclo estral tiene una duracion promedio de 21 dias y
estd conformado por cuatro etapas: proestro, estro, metaestro y diestro. Dichas
fases deben ser generadas en la madre reproductora en forma periddica, y que
ademas debe contar con procesos reproductores sanos y optimos a fin de lograr
hatos ganaderos con niveles de reproduccion destacados y que permitan satisfacer

los requerimientos del mercado de carnicos y lacteos de la region y el pais.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las caracteristicas de los ovocitos segliin la edad de bovinas de matadero
mediante un laboratorio de biotecnologia CEYPSA de reproduccion para

evidenciar su funcionalidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar la calidad de ovocitos segin la edad de hembras bovinas del
camal, mediante la identificacion de estructuras para observar su
funcionalidad.

. Analizar la madurez de los ovocitos en las diferentes edades mediante la
compactacidon de membranas para evidenciar la aptitud de fertilizacion.

. Evaluar las caracteristicas de calidad en ovocitos descongelados de
hembras evaluadas en las diferentes categorias de edad mediante

microscopia para determinar su viabilidad post descongelado.

HIPOTESIS

HO: La factor edad incide en la calidad, cantidad y madurez de los ovocitos.

H1: El factor edad no incide en la calidad, cantidad y madurez de los ovocitos.
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CAPITULO 1
FUNDAMENTOS TEORICOS

En el capitulo uno de la investigacion de tesis, se detallan los fundamentos tedricos que

fortalecen la propuesta de estudio.
1.1. Antecedentes

Cuando la hembra bovina alcanza la pubertad manifiesta cambios ritmicos en su conducto
sexual (receptividad sexual), denominada celo o estro. Los acontecimientos que comienzan
en un celo y finalizan en el siguiente reciben el nombre de ciclo estral. El ciclo estral
bovino tiene una duracion promedio de 21 dias y se produce en forma continua a lo largo
de todo el afio, por lo que se clasifica a las hembras bovinas como poliéstricas continuas.

(Palma, Gustavo, 2011)

El conocimiento de los mecanismos involucrados en el control del ciclo estral (de la
ovulacion, de la funcion luteal, de la dindmica folicular) dan las bases para comprender y
establecer métodos eficientes de sincronizacion del celo, como asi también los tratamientos

que aumenten el nimero fisiologico de ovulaciones. (Ricardo, A. et al , 2010)
1.1.1. Ciclo estral bovino

El ciclo estral est4 regulado por una interaccion hormonal controlado por el eje hipotdlamo
— hipo6fisis — ovario — utero. Cada ciclo estral consiste de una relativa corta fase folicular y

una mas larga llamada fase luteal.

Las fases del ciclo estral se dividen en tres:
1) Fase folicular o de regresion lutea (proestro).
2) Fase periovulatoria (estro y metaestro).

3) Fase luteal (diestro). (Barros, C. M., 2012)



1.1.1.1.Fase folicular o regresion lutea (proestro)

Este periodo tiene una duracion de 3 dias, comienza con la regresion del cuerpo liteo del
ciclo anterior y finaliza con la manifestacion de celo. Al producirse la destruccion del
cuerpo liteo tenemos una caida en los niveles de progesterona y posteriormente una
pérdida de tejido luteal, siendo la PGF2a de origen uterino el principal luteolitico en los
animales domésticos y en la mayoria de los roedores. Como consecuencia de la caida de
los niveles de progesterona, disminuye el feed back, negativo que dicha hormona tenia a
nivel hipolamico y comienza a aumentar la frecuencia pulsatil de las hormonas
gonadotropicas (FSH y LH) y se estimula el crecimiento folicular con el desarrollo de un
gran foliculo y el aumento en los niveles de estradiol. Cuando los estrogenos alcanzan
cierto nivel, se estimula la receptividad al macho y comienza el periodo de celo. (Arteche,

Et al., 2013)

2.1.1.2. Fase preovulatoria (estro — metaestro)

La fase comienza con la receptibilidad al macho, lo cual involucra los cambios que

permitan la ovulacion y el comienzo de la formacion del cuerpo luteo.

Durante el estro, cuya duracion es de 18 + 6 horas, periodo en el que la vaca manifiesta
inquietud, ansiedad, brama con frecuencia y pierde el apetito; en el caso de vacas lecheras,
se reciente la produccion lactea. Las hembras reproductoras presentan descarga de mucus
con minima viscosidad (filante), cuyo olor atrae y excita al toro por presencia de
feromonas, edema de vulva y en el ttero se produce un aumento del tono miometrial,
detectando facilmente por palpacion transrectal. Durante dicha fase, los estrégenos en altas
concentraciones alcanza el umbral de estimulacion del centro ciclico hipotalamico,
estimulando a las neuronas hipotalamicas a producir el pico de GnRH y en consecuencia el
pico de LH. Con respecto a la FSH, disminuye su secrecion, consecuencia del feed back
negativo estrogénico y de la inhibina, con excepcion del momento en que se produce el
pico preovulatorio de LH, en que puede aparecer un pico de FSH. Posteriormente, 4 a 12
horas después de la onda de LH, se incrementan la concentracion basal y la amplitud de los

pulsos de FSH, relacionandose esto con la primera onda de crecimiento folicular. (Bo, G.,

2012)



Luego de 12 a 24 horas de comenzado el celo, el sistema nervioso de la vaca se torna
refractario al estradiol y cesan todas las manifestaciones psiquicas del mismo. El periodo
inmediato a la finalizacién del celo, es el metaestro (6 dias). En este periodo ocurre la
ovulacion de la vaca, a diferencia de las otras especies que lo hacen durante el celo, y
comienza la organizacion celular y desarrollo del cuerpo liteo. La ovulacion ocurre 28 a
32 horas de iniciado el celo y es desencadenada por el pico preovulatorio de LH. A la
ovulacion sigue hemorragia profunda y el foliculo se llena de sangre convirtiéndose en
cuerpo hemorrdgico. En la formacion del cuerpo liteo (luteinizacién) se producen una
serie de cambios morfologicos y bioquimicos que permiten que las células foliculares se
transformen en células luteales, cambios que finalizan al séptimo dia con un cuero liteo

funcional. (Bo, G., 2009)

Grafico No. 1
FASE PREOVULTARIA (estro — metaestro)
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2.1.1.3. Fase luteal (diestro)

Esta fase se caracteriza por el dominio del cuerpo liteo. El mantenimiento del cuerpo
lateo, asi como la sintesis de progesterona estd ligada a la hormona LH que es

progesterotrofica y luteotrofica.

Otras hormonas que intervendrian en la sintesis de progesterona son la FSH y la PG12. La
FSH se uniria a receptores ubicados en el cuerpo luteo y provocaria un aumento en la

secrecion de progesterona. En lo referente a la PGF2a, ademas de estimular a las células



luteales para producir progesterona, aumentaria el flujo sanguineo a nivel ovarico con el
efecto positivo que esto significa sobre la sintesis y secrecion de progesterona. Si el ovulo
no es fecundado, el cuerpo liteo permanece funcional hasta el dia 15 al 20, después del
cual comienza a regresionar en preparacion para un nuevo ciclo estral. (Arteche, Et al.,

2013)

1.1.2. Madurez sexual

El desarrollo sexual de las hembras bovinas tiene gran importancia para la produccion.
Esta revision nos recuerda cuales son y coOmo influyen las distintas variables que
determinan el momento en que se produce la pubertad en los bovinos hembra. (ARAUJO,

Alvaro, 2011)

La eficiencia reproductiva es un caracter de suma complejidad en el cual intervienen
muchos aspectos fisiologicos, ademds de una adecuada conformacién anatémica. En la

vaca se observara:

a. Produccion del primer estro con ovulacion a una cierta edad.

b. Regularidad del estro con ovulacion.

C. Duracion e intensidad del estro.

d. Momento de ovulacion en relacion al inicio y terminacion del estro.

e. Desarrollo del ciclo uterino y su sincronizacién con las funciones ovéricas para
crear condiciones Optimas para fecundacion y nidacion.

f. Constitucion y efectividad funcional del 6vulo.

g. Desarrollo normal del cigote, embrion y feto.

h. Parto normal. (Castro Ramirez, Alvaro, 2009)

2.1.3. Ovogénesis

La ovogénesis comienza en la vida fetal con la division mitotica de las ovogonias. En
determinado momento, estas células se transforman en ovocitos y comienzan el proceso de
meiosis, el cual permite obtener una célula haploide capaz de ser fecundada (6vulo) en el

utero de la vaca receptora. (Galina, H. et. al, 2010)



Luego de comenzada la meiosis, los ovocitos son rodeados por células foliculares, y se
produce la detencion de la misma en el estadio de diploteno, profase I, ovocito I,
contenido en el foliculo pre-ovulario reinicia su meiosis hasta el estadio de metafase II,
ovocito II, estadio en el cual ovula y permanece asi, hasta que se contacte con el
espermatozoide, en el momento de la fecundacion y se transforme en 6vulo. Se debe tener
en cuenta que al momento del nacimiento, todas las hembras mamiferas nacen con una
gran reserva de ovocitos los cuales declinan rapidamente a medida que se llega a la

pubertad de la nueva vaca. (Palma, Gustavo, 2011)

En los bovinos es desconocido, si el mecanismo representa una eliminacion de ovocitos
defectuosos que afectarian la eficiencia reproductiva de la hembra reproductora en los

bovinos.

2.1.4. Foliculogenesis

Permite obtener un foliculo pre-ovulatorio a partir de foliculos primordiales. Este proceso
comienza en la vida fetal, en el cual se constituye la reserva de foliculos primordiales; y en

la vaca reproductora se necesitan meses para que un foliculo primordial se transforme en

un foliculo de Graff. (Palma, Gustavo, 2011)

Los foliculos primordiales estan formados por el ovocito rodeado de una capa de células
foliculares planas (células pregranuladas) y por mecanismos intraovaricos, no dependiente
de gonadotrofinas, comienzan a crecer y entran en el pool de foliculos en crecimientos. Los

signos mas precoces que indican que ha comenzado el crecimiento en este tipo de foliculos

son:

1) Un incremento en el tamafio del ovocito.

2) Un cambio en la forma de las células granulosas, pasan de planas a cubicas.

3) Se comienza a formar la zona pelicida, denominandose a esta estructura foliculo

primario. (Baker., 2009)

Posteriormente las células cubicas se multiplican y aparecen 2 y mas capas de la misma.

En dicho momento una red de capilares invade la trama fibrosa ubicada entre las células



que rodean al foliculo y constituyen la capa vascular teca interna, la cual aporta los
nutrientes a la membrana granulosa y al ovocito. Por fuera de esta capa se encuentra la teca
externa en tejido conectivo y fibroblastos, recibiendo la denominacion de foliculos

secundarios. (Baker., 2009)

Posteriormente, comienzan a aparecer espacios entre las células granulosas, consecuencia
de la secrecion de un material de consistencia liquida por parte de dichas células. Dichos
espacios confluyen en una cavidad denominada antro folicular, el cual ird aumentando en
tamano hasta adquirir las caracteristicas de aquel foliculo preovulatorio. A partir de la

aparicion de la cavidad folicular, los foliculos reciben el nombre de foliculos terciarios.

La comprension de los mecanismos que regulan la Foliculogenesis durante el ciclo estral
es esencial para lograr una mayor eficiencia en la aplicacion de técnicas utilizadas en el
control de la ovulacién bovina. El conocimiento de los cambios y fendémenos fisiolégicos
relacionados con el crecimiento y degeneracion de los foliculos ovaricos durante el ciclo
estral de diversas especies domésticas ha avanzado durante las dos tultimas décadas de

investigacion. (Espinoza, José Luis, 2009)

En definicion, el foliculo, es el compartimiento que permite el desarrollo ovacitario, de tal
manera que cumple dos funciones fundamentales: la produccion de ovocitos fecundables y
la secrecion de hormonas que mantienen la gestacion y aseguran la implantacion y

desarrollo exitoso del embridn en el atero. (Espinoza, José Luis, 2009)
2.1.5. Extraccion de ovocitos
Diseccion
La diseccion consiste en aislar cada foliculo ovérico del resto de tejido con ayuda de pinzas
y tijeras adecuadas y asépticas, liberando posteriormente los ovocitos tras la ruptura

controlada del foliculo intacto de la madre bovina reproductora que se analiza.

- Diametro y grado de atresia del foliculo conocido.

= Elevado rendimiento: 90-100 ovocitos/ foliculo diseccionado.



Mayor proporcion de ovocitos de buena calidad (60%).
Maxima integridad de las células del cumulus oophorus.
Limitacion: tiempo experimentos con pocos ovocitos.

Importancia del origen folicular de los ovocitos. (Espinoza, José Luis, 2009)

Corte slicing

El corte slicing consiste en realizar cortes longitudinales y transversales con una hoja de

bisturi completamente aséptica en la superficie de los ovarios para liberar los ovocitos.

Mayor % de ovocitos recuperados / ovario.

Menor proporcion de ovocitos de buena calidad (30 - 45%):

Menor integridad del cumulus.

Ovocitos de mayor calidad firmemente anclados en el foliculo.

Mayor rapidez de recogida de ovocitos: s/ovarios disponibles seleccion mas
estricta.

Bovino: Solucion salina + heparina. (Espinoza, José Luis, 2009)

Aspiracion folicular

Bovino: el método més utilizado:

Menor rendimiento: 30 - 60 ovocitos / 100 foliculos aspirados.

Menor proporcion de ovocitos de buena calidad (45%).

Menor integridad del cumulus (disgregacion de las células a la aspiracion).
Ovocitos de mayor calidad firmemente anclados en el foliculo.

Mayor rapidez de recogida de ovocitos: s/ovarios disponibles seleccion mas

estricta. (Espinoza, Jos¢ Luis, 2009)

2.1.6. La crioconservacion

La crioconservacion es la técnica mas utilizada en la granja en la actualidad. Aunque se

pensaba que seria un gran avance en la reproduccion bovina, no ha acabado de suponer un



éxito, ni mucho menos resulta tan importante como la inseminacion artificial. La
crioconservacion debe estar asociada a otras especies: superovulacion, recuperar
embriones, crioconservacion y dar los embriones. El éxito seria tener la capacidad de

poder sexar los embriones. (Crioconservacion, 2012)

La crioconservacion es la técnica de conservacion de material genético que se aplica
manteniendo los embriones a menos de —130 °C = punto donde el material embrionario
queda parado. Debera ser reversible y que se mantenga la integridad celular. (Suaréz, L.,

et. al., 2011)

La finalidad es la de separar en el tiempo la obtencion de los embriones y su transferencia
-> mantenimiento indefinido. Se dice que su viabilidad s6lo se afecta por las radiaciones
ambientales y, por lo tanto, se piensa que puede aguantar sin problemas durante siglos.

(Gispert Cruells, Jorge, 2005)

El cultivo in vitro o in vivo no para el material embrionario y, por lo tanto, no permite el
mantenimiento indefinido de los ovocitos. La refrigeracion entre 0 y 4 °C permiten

mantener los embriones unas cuantas horas nada mas. (Instituto Bernabeu, 2013)

El primer nacimiento se hizo en el afio de 1972 en ratdn. A partir de ahi, se han hecho en
otras especies. En el cerdo se hace en el afio de 1989 porque es una especie dificil, ya que

es sensible a la baja temperatura. (Instituto Bernabeu, 2013)

Hoy en dia, no es una técnica todavia efectiva del todo. Funciona muy bien en rumiantes
—> viabilidad de embrion crioconservado que es muy parecido a la del embrion fresco (50 -

60%). Pero no es siempre como el cerdo. (Almela Cruz, Laura, 2014)

Como mas joven es el embrion, mas dificil es que supere la crioconservacion y, por lo
tanto, mas frecuentemente blastocisto. La excepcion se da en raton y conejo, ya que todos

los estadios son resistentes a crioconservacion. (LOLAS, F., et. al., 2009)

En la granja se recupera unos 4 embriones de media (se puede, en condiciones muy

buenas, recoger hasta 6 embriones). Ahora, en el 1999, también se recogen 4 embriones



por hembras donantes. Se aumenta el nimero de embriones transferidos, pero se aumenta

mucho la crioconservacion. (Instituto Bernabeu, 2013)

La crioconservacion esta limitada por el éxito de la superovulacion y recuperacion del

embrion (si no se hacen no tenemos embriones para crioconservacion). (Palma, Gustavo,

2009)

Etapas del proceso de crioconservacion

Hay seis etapas:

1.

Embriones deben perder agua progresivamente. Ademas, también deben contactar
con sustancias crioprotectoras. Protegen estabilizando la  membrana
(Dimetilsulféxido (DMSO), glicerol). Ademas, también bajan el punto de
congelacion del embrion.

Enfriar el embrion asegurandote que el medio extracelular congela de forma segura
a induccion de cristalizacion extracelular afiadiendo cristales de hielo a —5/-7°C.
Enfriar el embrion de forma lenta y progresiva a —0°2°C / minuto a —0’5 °C / minuto
con aparatos caros hasta —40 °C. Puede durar hasta tres horas. Tienen una capacidad
limitada. En bovino, sélo un embrion / pajita.

Se almacena a —196 °C en N2 liquido de forma indefinida. La temperatura de la
fase liquida es econdmica para tener bajas temperaturas porque es una forma fécil
de tenerla.

Se debe descongelar cuando se quiere utilizar o usar. La tasa de descongelacion
depende mucho de la temperatura a la que se parado el enfriamiento. Si se para a —
80°C, la descongelacion debe ser lenta para que pueda recuperar su volumen de
forma lenta y progresiva. Si se para a —40°C, se sabe que hay muy pocos cristales
pequefios intracelulares que no matan el embrion y se debe aplicar una
descongelacion rapida para que crezca por nucleacion y evitar que puedan crecer
los cristales dentro del embrion.

Se debe eliminar el crioprotector dentro del embrion. Hoy dia se estan
descubriendo procedimientos que rompen con el enfriamiento lento y progresivo.
El método convencional es de equilibrio. Los métodos de no equilibrio o
vitrificaciéon exponen los embriones a unas concentraciones de solutos tan altas que

cuando se disminuye la temperatura, la viscosidad es tan grande que no cuenta, sino
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que vitrifica hasta que queda solido sin cristalizar a las moléculas que quedan

paradas sin cristalizar. (Baker., 2009)

Los cristales tienen las moléculas organizadas y no son transparentes. Se consigue una
solidificacion sin formar cristales. Permiten una alta viabilidad, incluso para embriones
muy sensibles a la manipulacion. Permite pasar de temperatura ambiente a N2 liquido. Es
un proceso muy rapido. La viabilidad méas o menos es igual que la convencional. La

solucion puede llegar a ser toxica. (Pinto, Gabriel, 2003)

2.1.7. La calidad de ovocitos

Uno de los factores que afectan a la fertilidad femenina es la baja calidad ovocitaria.
Normalmente, una 6ptima calidad ovocitaria da lugar a embriones con mayor capacidad de
implantar en el Utero materno de la vaca bovina. La calidad de los ovocitos estd
directamente relacionada con la edad. A medida que se van envejeciendo, la calidad
empeora ademas de reducirse su nimero. Sin embargo algunas mujeres jovenes pueden
tener una baja reserva ovarica como consecuencia de problemas de salud o causas

genéticas. (Reserva Ovarica, 2012)

La cantidad de ovocitos con los que cuenta una mujer es importante pero no tanta como la
calidad de los mismos. La combinacion resultante del nimero y de la calidad se conoce
como reserva ovarica. Estudios cientificos demuestran que el tabaco, tratamientos con
radio/quimioterapia, asi como la endometriosis, afectan negativamente a la calidad

ovocitaria. (Ochando, Ivan, 2012)

Historicamente la evaluacion de la madurez de los ovocitos se basaba en la expansion y el

aspecto del complejo cumulus-corona que rodea al ovocito.

Esta valoracion, aunque se acerca bastante a la maduracion del ovocito, no es del todo
fiable debido a la disparidad que puede existir en el proceso de maduracion del ovocito y
del cimulo, en pacientes sometidas a estimulacién ovarica controlada. (Veeck, LL.,

2009)
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Con la introduccion de la ICSI, esta situacion cambio completamente, ya que, al tener que
denudar el ovocito antes de su microinyeccion, se podia visualizar mejor la morfologia del

mismo. (Paduczak, S., et. al., 2010)

Los ovocitos recuperados de pacientes sometidas a estimulacidon ovarica muestran
diferentes estados de maduracion meiotica. Solo los MII son vélidos para la ICSI, mientras
que los MI pueden ser cultivados durante unas horas para ver si se produce la liberacion
del corpusculo polar, en cuyo caso podran ser micro-inyectados. Los ovocitos en profase I,
que muestran vesicula germinal, no pueden ser utilizados debido a que tienen carga

cromosomica diploide. (Palma, Gustavo, 2011)

Al mismo tiempo, el ovocito debe haber crecido completamente y haber completado la
maduracion nuclear y citoplasmatica de una manera coordinada adecuadamente, para que
pueda existir una correcta fecundacion. Alteraciones o asincronias en este proceso pueden
derivar en diferentes anomalias morfologicas, dependiendo de si se ha afectado la

maduracion nuclear, o la maduracion citoplasmatica.

Algunas alteraciones pueden ser causadas por un descenso del aporte sanguineo al foliculo
durante la estimulacion, lo que implica una deficiencia de oxigeno. Se ha demostrado la
clasificacion y cultivo de los ovocitos una asociacion entre una disminucion del aporte
sanguineo al foliculo y defectos en el huso mitdtico y en los cromosomas. La hipoxia
también afecta a la concentracion de ATP intracitoplasmatico y la organizacion del

citoplasma. (Delgado, A. Et al. , 2008)

Se acepta que los ovocitos metafase Il de buena morfologia deben de tener un citoplasma
nitido y moderadamente granuloso, un espacio perivitelino pequeio, un corpusculo polar
intacto y una zona pelucida clara, aunque la mitad de los ovocitos que se recuperan son
morfologicamente anormales, y presentan tanto anomalias citoplasmaticas como

extracitoplasmaticas.
Algunos autores han encontrado una correlacion entre la morfologia ovocitaria y el

resultado del tratamiento reproductivo, mostrando una tasa de embarazo del 24% en

pacientes a las que se les habian transferido embriones procedentes de ovocitos normales,
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frente al 3% obtenido cuando los embriones derivaban de ovocitos con anomalias

citoplasmaticas. (Carpio Pertierra, Guillermo, 2013)

Resultados similares encontraron otros autores. Cuando los embriones se originaban a
partir de ovocitos normales, la tasa de embarazo era del 29,4%, mientras que si los
ovocitos presentaban citoplasmas oscuros, la tasa resultante era del 5,5%. Asi mismo,
cuando el citoplasma presentaba un aspecto muy granuloso, las tasas de embarazo se
situaban alrededor del 12,8%. Se ha encontrado un descenso en la tasa de aborto temprano
en pacientes a los cuales no se les habian transferido embriones procedentes de ovocitos
dismorficos (20%, frente a 58,3% en dismorficos). Este efecto negativo puede ser
explicado por la elevada tasa de aneuploidias encontradas en ovocitos dismorficos.

(Cabello, 2009)

Los diferentes protocolos de estimulacion han contribuido a la divergencia que existe en la

literatura cientifica respecto a la correlacion con los resultados ICSI.

Las anomalias extracitoplasmaticas incluyen irregularidades en la forma de los ovocitos,
ampliacion del espacio perivitelino, fragmentacion del primer corpusculo polar y la
consistencia anormal del oolema y de la zona prelucida. Algunos de estos rasgos estan
asociados con un descenso en la supervivencia de los ovocitos tras la ICSI, pero no con la

fecundacion ni con la calidad embrionaria.

Sin embargo, un corpusculo polar intacto con una superficie lisa conlleva un buen
pronostico en términos de fecundacion y calidad embrionaria, asi como en la tasa de
implantacion y de embarazo. Otros autores han demostrado también que una serie de
factores como corpusculo polar fragmentado, espacio perivitelino grande, inclusiones
citoplasmaticas, etc., tienen un efecto negativo en relacion a la calidad embrionaria y al

porcentaje de zigotos. (Veeck, LL., 2008)

1.1.7.1. Caracteristicas morfoldgicas del ovocito

Las caracteristicas morfologicas del ovocito bovino son las siguientes:
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Corptisculo polar: La presencia de un corpusculo polar dismorfico, aunque no
afecte a la tasa de fecundacion, si afecta al posterior desarrollo del embrion, asi
como a la tasa de embarazo.

Espacio perivitelino: Es agrandado, irregular, con contenido en su interior,
disminuye la tasa de embarazo, aunque no afecte a la tasa de fecundacion.

Zona pelucida: La existencia de una zona pelucida engrosada, adelgazada, irregular
o tabicada o con diferente densidad, afecta a la tasa de ovocitos que no continiian su
desarrollo tras la ICSI.

Citoplasma: La presencia de anomalias del citoplasma como granulaciones,
inclusiones, cuerpos refractiles, vacuolas, se ha demostrado que disminuye la tasa
de embarazo. Otros autores consideran que las anomalias en el citoplasma son un
factor pronostico pobre, aunque si un signo de inmadurez citoplasmatica.

Se ha demostrado una relacion directa entre las anomalias citoplasmaticos y el

numero aneuploidias. (Barros, C. M., 2012)
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TABLA No. 1. CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS

CLASIFICACION

CRITERIOS

Cumulus con capas multiples.
Cimulus compacto.
La totalidad de los ovocitos es clara y transparente.

Citoplasma homogéneo.

Clmulus como 1 0 més oscuro y menos transparente.
Ooplasma con granulacion mas gruesa y mas oscura que en 1 en

la periferia.

Cimulus menos compacto, mas oscuro que en 1 o 2.

Con manchas oscuras.

Buena

Climulus con capas multiples, compacto pero traslucido.
Ooplasma con granulacion fina, densa y uniforme.

Cumulus ligeramente expandido, con menor niimero de capas
que pueden cubrir la mitad de la zona pelucida, granulaciones

ligeramente mas gruesas.

Regular

Cumulus parcialmente expandido y disperso.
Red de uniones con presencia de células del camulus.

Ovocitos pequefios o grandes, ovocitos desnudos.

Mala

Cumulus muy oscuro (marré6n oscuro, negro).
Ooplasma de color muy claro o negro.

Ooplsma bueno con areas muy claras o muy oscuras.
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Fuente: Palma Gustavo (2001)

1.1.7.2. Cultivo de los ovocitos

Una vez que tenemos los ovocitos clasificados los colocaremos en un medio adecuado para
desarrollar el estudio de cada uno de ellos. EI medio o medios adecuados serian todos
aquellos que seran capaces de responder a las necesidades metabdlicas del embrion en cada
momento evolutivo.

Clasificacion y cultivo de los ovocitos

Es comun aceptar que el piruvato y el lactato son la fuente de energia preferida en los
primeros estadios de desarrollo realizados. El consumo de glucosa es bajo en esta primera
fase y comienza a aumentar conforme aumenta el numero de células y la sintesis de

proteinas. (De Vos A., et. al., 2009)

Segun el volumen de medio de cultivo utilizado en caso de estudio, este puede ser de dos
tipos: 1) microgotas de 20 a 30 ul dispuestas en una placa de cultivo y cubiertas con aceite

mineral, y; 2) pocillo con un volumen de medio entre 0,5 y 1 ml. (Eddy, E. Et al., 2009)

Durante el cultivo embrionario, el embrion produce una serie de factores de crecimiento,
autocrinos y paracrinos que ayudaran al desarrollo de los embriones que se encuentren en
el mismo cultivo. Este es uno de los motivos por el que algunos autores consideran que
estos factores producen un efecto beneficioso sobre el desarrollo y la morfologia del

embrion y en consecuencia sobre su capacidad de implantacion. (Scott, LA. et. al., 2008)

El cultivo embrionario puede realizarse individualmente o en grupo. Aunque es mas
frecuente que el cultivo en grupo se realice en pocillo y el individual en microgota, no es
estrictamente necesario que ocurra siempre asi. A los efectos beneficiosos del cultivo en
grupo, debemos anadir los efectos perjudiciales derivados del acumulo de productos de
desecho metabdlico. En consecuencia, los cultivos embrionarios en grupo no deben

contener mas de 4 embriones. (Palma, Gustavo, 2011)
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El cultivo en microgota (que no debe contener un volumen inferior a 20 microlitros,
permite el seguimiento individualizado del desarrollo evolutivo de cada uno de los
embriones. No existen diferencias significativas en los resultados obtenidos, refiriéndonos
a calidad embrionaria, tasa de implantacion y tasa de embarazo, realizando el cultivo

embrionario en pocillo o en microgota. (Behr, B, et. al., 2004)

GRAFICO No. 2
ESQUEMA DEL DESARROLLO DE LOS FOLICULOS OVARICOS
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Fuente: http://hnncbiol.blogspot.com/2008/01/ovogenesis.html

GRAFICO No. 3
MICROFOTOGRAFIAS DE UN CORTE DE OVARIO I
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Fuente: http://hnncbiol.blogspot.com/2008/01/ovogenesis.html

GRAFICO No. 4
MICROFOTOGRAFIAS DE UN CORTE DE OVARIO II
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Fuente: http://hnncbiol.blogspot.com/2008/01/ovogenesis.html

GRAFICO No. 5
MICROFOTOGRAFIAS DE UN CORTE DE OVARIO III

Foliculo de
De Graaf
RO
17

Ovocito
secundario




Fuente: http://hnncbiol.blogspot.com/2008/01/ovogenesis.html

CAPITULO 11
2. MATERIALES Y METODOS.

En este capitulo se detalla la metodologia y materiales utilizados para realizar la presente
investigacion, asi mismo se describe las caracteristicas y la ubicacion del lugar donde se

desarroll6 la investigacion.
2.1 Caracteristicas del lugar.

> Situacion politica.

Provincia: Cotopaxi.

Canton: Latacunga.

Parroquia: Eloy Alfaro.

Barrio: Salache Bajo.
o> Situacion geogrifica.

Latitud: 00°5947,68” S.

Longitud: 78°319,16” E.
Altitud: 2757 m.s.n.m.
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> Datos meteorologicos.

Temperatura promedio: 10,7°C.
Pluviosidad: 175 mm (anuales).
Horas luz/dia: 12 horas.

Viento: Sureste — Noreste.

Nubosidad anual: 4,718.

Fuente: Registros Administracion CEYPSA 2007
2.2 Materiales.

2.2.1 Materiales de oficina.

. Papel bond.

o CDs.
o Libreta de apuntes.
o Copias.

° Anillados.

. Empastados.
. Impresiones.
2.2.2 Recursos tecnoldgicos.

o Camara digital.
. Impresiones.
o Flash memory.

2.2.3 Materiales de laboratorio.
o Mandil.
o Guantes.
o Crio protectores Holding y Etilen Glicol.
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Nitrogeno liquido.

Agua inyectable.

Caja Petri estéril.
Centrifuga.

Pipeta para captar los embriones.
Pajillas estériles.
Canastillas.

Cronometro.

Artefacto de congelamiento.
Pinzas para el “seeding”.
Estereoscopio.

Sustancia de holding.
Nitrogeno liquido.
Jeringuillas.

Tijera.

2.2.4 Materiales de campo.
Overol.
Termo.
Botas.
Guantes.
Gorra.

2.2.5 Material biologico.

Ovarios de hembras bovinas faenadas.

2.3 TIPO DE INVESTIGACION.

2.3.1 Investigacion no experimental.
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El método utilizado fue no experimental, ya que no se manipularon las variables,
unicamente analizamos la calidad de los ovocitos de las hembras reproductoras, segun la

edad de las bovinas.

2.3.2 Investigacion Descriptiva.

Describe las caracteristicas y los datos de la poblacion o fendmeno en estudio, en este caso
la crioconservacion de los ovocitos extraidos de los ovarios de bovinas en diferentes

edades.

2.4 Métodos.

2.4.1 Método deductivo.

La deduccion va de lo general a lo particular.

El método deductivo es aquel que parte de los datos generales aceptados como valederos,
para deducir por medio de razonamiento légico varias suposiciones , es decir, parte de
verdades previamente establecidas como principios generales, para luego aplicarlos a casos
individuales y comprobar a si su validez. Con este método se compara entre los resultados

y las hipdtesis planteadas en la presente investigacion. (Bernal, César, 2010)

2.4.2 Método cientifico.

El método cientifico es un proceso destinado a explicar fendémenos, establecer relaciones
entre los hechos y enunciar leyes que expliquen los fenémenos fisicos del mundo y
permitan obtener, con estos conocimientos, aplicaciones ttiles al hombre. Este método se
empled para exponer el proceso utilizado para obtener los mejores resultados en esta

investigacion. (Bernal, César, 2010)

2.5 Unidad de estudio.

La presente investigacion se realizd con 15 bovinas por lo tanto 30 ovarios.
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2.6 Variables evaluadas.

2.6.1 Calidad de ovocitos.

La calidad de los ovocitos se evalud seglin las siguientes categorias.
o Categoria 1. Calidad buena, los ovocitos se encuentran completamente rodeados por
tres capas de células del cumulus y citoplasma homogéneo.
J Categoria 2. Calidad regular, los ovocitos estan rodeados parcialmente por células
del caimulus o con citoplasma irregular.
J Categoria 3. Calidad mala, los ovocitos se encuentran totalmente desnudos.
2.6.2 Madurez de los ovocitos.

La madurez de los ovocitos se evalu6 segun las siguientes categorias.

o Categoria 1. Ovocitos con citoplasma granulado homogéneo y rodeado en su

totalidad por una masa compacta de células de cumulo.

o Categoria 2. Ovocitos con citoplasma granulado homogéneo y rodeado en forma

parcial por células del cumulo.

o Categoria 3. Ovocitos con citoplasma granulado homogéneo y desprovisto de

células del cumulo.

2.7 Manejo del ensayo.

2.7.1 Recoleccion de ovarios de hembras bovinas faenadas.

Un dia antes se procedio a ingresar al camal “Tecnologico de Saquisili” para evaluar la
condicion corporal de los animales para su estudio, sefialandoles con un spray, el mismo

que no interfiri6 con la sefial de los duefios de los animales.
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El marcaje fue de la siguiente manera 5 animales con Grupo 1 en la edad que va desde 2 a
3 afios, con Grupo 2 a los animales de 6 a 7 afios y Grupo 3 para los animales de 10 a 11

anos.

Dentro del faenamiento lo realizaron por la técnica de aturdimiento en la articulacion

atlanto -axial, para seguir con el degolle y desangrado de las hembras bovinas.

Se procedi6 al evisceramiento, donde se extrajo los ovarios y se coloco en envases estériles
de orina con suero fisiologico, con su respectivo rotulamiento y transporte al laboratorio de

biotecnologia de la Reproduccion de la Carrera de Medicina Veterinaria.

2.7.2 Seleccion del ovocito.

Previa llegada al laboratorio se procede a la limpieza y desinfeccion del lugar, la misma
que se realizd6 con un amonio cuaternario y seguido a la colocacién de la vestimenta

adecuada.

Se realizo el secado de los ovarios con una toalla absorbente, con la misma se fija el ovario
y se procedio a la diseccion de las estructuras anexas al ovario como son ligamentos y

bolsa ovarica.

Seguido se realiz6 la técnica de aspiracion folicular, que consiste en introducir el bisel de
una jeringa en los foliculos del ovario y jalar el embolo para extraer el liquido folicular,

para ponerlo en una caja Petri con una gota de medio Holding.

Se lo lleva al estereomicroscopio, donde con la ayuda de una micro-pipeta se procedié a
pasar a los ovocitos en varias gotas de holding para limpiarlo, ya limpios se los calificd, ya
que el procedimiento de lavado puede hacer que un ovocito de buena calidad termine como

de mala calidad.

2.7.3 Seleccion de ovocitos.

La seleccion se realizo siguiendo los siguientes criterios para el parametro calidad:
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J Categoria 1. Calidad buena, los ovocitos se encuentran completamente rodeados
por tres capas de células del cimulus y citoplasma homogéneo.

J Categoria 2. Calidad regular, los ovocitos estan rodeados parcialmente por células
del caimulus o con citoplasma irregular.

J Categoria 3. Calidad mala, los ovocitos se encuentran totalmente desnudos.

La seleccion se realizo siguiendo los siguientes criterios para el pardmetro madurez:

Los ovocitos de calidad 1 se proceden a evaluar la madurez con los siguientes criterios:

J Categoria 1. Ovocitos con citoplasma granulado homogéneo y rodeado en su
totalidad por una masa compacta de células del cumulo.

J Categoria 2. Ovocitos con citoplasma granulado homogéneo y rodeado en forma
parcial por células del cumulo.

o Categoria 3. Ovocitos con citoplasma polarizado y rodeado en su totalidad por

células del cumulo.

Los ovocitos calificados en calidad 1 e Inmaduros se proceden a colocarles en una gota del

crio protector Etilen glicol, por unos cinco minutos.

2.7.4 Crioconservacion de ovocitos

Se coloca en una micropipeta la pajilla se absorbe etilen glicol limpio, se deja una burbuja
para luego absorber a los ovocitos de calidad I e Inmaduros con medio Etilen glicol, otra

burbuja de aire, y por ultimo otra gota de etilen glicol, y el tapon de la pajilla

Se prende la crioconservadora y se coloca el nitrogeno liquido en la misma, se pone las
pajillas en el interior para que inicie el descenso de temperatura ambiente a — 7 grados
centigrados en donde se realiza el seeding para esperar una temperatura de — 33 a -36
grados centigrados y se saca de la crio conservadora las pajillas e inmediatamente se

coloca en el termo de nitrégeno liquido.

2.7.5 Descongelamiento de ovocitos.
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Se realizé sacando las pajillas del termo de nitrogeno liquido, se le colocd en un envase
con agua a temperatura de 35 a 37 grados centigrados por un minuto para proceder a cortar
la pajilla y con la ayuda de la micropipeta se deposita el contenido en una caja Petri para su

evaluacion.

CAPITULO 111
3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

En este capitulo se detalla a continuacion los resultados obtenidos al culminar el

procedimiento de crioconservacion de ovocitos de bovinas de diferentes edades.
3.1. Resultados obtenidos de los ovocitos de cada ovario.

Se evalud los ovocitos de cada ovario, determinando su calidad y madurez antes y después

del proceso de crioconservacion.
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TABLA No. 2. RESULTADOS GENERALES DE LA CALIDAD DE

LOS OVOCITOS POR CATEGORIAS.

CANTIDAD CALIDAD DE LOS OVOCITOS
ovRIos | eruPos | OVOCITOS | RECOLECTADOS POR CATEGORIAS
POR ' | CATEGORIA
OVARIO | CATEGORIAI|CATEGORIAI 0
1 12 10 1 1
2 8 6 0 2
3 9 7 1 1
4 10 9 0 1
S G1 9 7 1 1
6 (2 -3 anos) 8 7 0 1
! 9 6 3 0
8 11 8 2 1
9 10 8 1 1
10 9 7 0 2
1 6 4 1 1
12 5 4 0 1
13 7 5 1 1
14 7 5 1 1
15 G2 7 5 1 1
16 (6 - 7 aios) 6 4 1 1
17 9 5 3 1
18 7 5 2 0
19 8 5 2 1
20 8 5 0 3
21 6 4 1 1
22 5 3 1 1
23 6 3 1 2
24 G3 4 4 0 0 24
gg (10 -11 g g 1 (1)
>7 anos) - " 1 1




FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson

GRAFICO No. 6. PORCENTAJE GENERAL DE OVOCITOS POR
CATEGORIAS DE CALIDAD

PORCENTAJE GENERAL DE OVOCITOS POR
CALIDAD

71,89
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0,00

CATEGORIA I CATEGORIA Il CATEGORIA Ili

FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson

Segun la tabla numero 2 y grafico nimero 6, se obtuvieron 217 ovocitos equivalente al
100% de los tres grupos, de los cuales se clasifico segiin su calidad en categorias,
obteniendo 156 ovocitos de categoria I, representando el 71,89%, 30 ovocitos de categoria

I1, representando el 13,83%, y 31 ovocitos de categoria I1I, representando el 14,28%.
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TABLA No. 3. RESULTADOS DE LA CALIDAD DE OVOCITOS
RECOLECTADOS POR CATEGORIAS SEGUN LOS G1, G2, G3.

Edad Totales CATEGORIAS

Anos | % | % ]} %
De2-3 95 75 78,95 9 9,47 11 11,58
De6-7 70 47 67,14 12 17,14 11 15,71
De 10 - 11 52 34 65,38 9 17,31 9 17,31
Total 217 156 71,89 30 13,82 31 14,29
Porcentaje 71,89 13,83 14,28

FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson.

GRAFICO No. 7. PORCENTAJE DE OVOCITOS POR CATEGORIAS

SEGUN LA EDAD.
PORCENTAJE DE OVOCITOS POR CALIDAD,
SEGUN EDAD
18,95
80,00 67,14
65,38
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00 17.31 17,31
20,00 G 115120
10,00
0,00 - - -
CATEGORIA | CATEGORIA Il CATEGORIA Il

FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson

Como se observa en la tabla nimero 3 y grafico nimero 7, el procedimiento de
verificacion de la calidad de ovocitos segun la edad de las hembras bovinas se realizo con
10 ovarios en cada grupo y se obtuvo 95 ovocitos equivalente al 100% en el Grupo 1 de los
cuales se clasifico segun su calidad en categorias, obteniendo 75 ovocitos de categoria I,
representando el 78,94%, 9 ovocitos de categoria II, representando el 9,48%, y 11 ovocitos

de categoria III, representando el 11,58%. En el Grupo 2 se obtuvo 70 ovocitos que
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representa el 100% segun su calidad en categorias, obteniendo 47 ovocitos de categoria 1,
representando el 67,14%, 12 ovocitos de categoria II, representando el 17,14%, y 11
ovocitos de categoria III, representando el 15,72%. En el Grupo 3 se obtuvo 52 ovocitos
equivalentes al 100%, de los cuales en la categoria I 34 con el 64,99%, categoria II 9 con el
17,5 y la categoria III con un porcentaje similar al anterior por ser 9 el nimero de ovocitos

en esta categoria.

TABLA No. 4. RESULTADOS DE LA MADUREZ DE OVOCITOS
RECOLECTADOS DE LA CATEGORIA I.

Edad CATEGORIAS
B Totales | CATEGORIA|CATEGORIA| CATEGORIA

Anos I I I
De2-3 75 57 7 11
De6-7 47 29 8 10
De 10 - 11 34 21 6 7
Total 156 107 21 28
Porcentaje 68,59 13,83 14,28

FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson

GRAFICO No. 8. PORCENTAJE DE OVOCITOS POR
CATEGORIAS DE MADUREZ

PORCENTAJE GENERAL DE OVOCITOS POR

MADUREZ
68,59
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FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson

Como se observa en la tabla numero 4 y grafico nimero 8, se obtuvo 156 ovocitos dentro

de la categoria I en el parametro calidad equivalente al 100%, de los cuales se clasifico

segun su madurez en categorias, obteniendo 107 ovocitos de categoria 1, representando el

67,95%, 21 ovocitos de categoria 2, representando el 14,1%, y 28 ovocitos de categoria 3,

representando el 17,95%.
TABLA No. 5. RESULTADOS DE LA MADUREZ DE OVOCITOS

RECOLECTADOS POR CATEGORIAS SEGUN LOS G1, G2, G3.

Edad CATEGORIAS

Anos Total | % ] % ] %
De2-3 75 57 76,00 7 9,33 11 14,67
De6-7 47 29 61,70 8 17,02 10 21,28
De 10 -11 34 21 61,76 6 17,65 7 20,59
Total 156 107 21 28

Porcentaje 68,59 13,83 17,95

FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson

GRAFICO No. 9. PORCENTAJE DE OVOCITOS POR CATEGORIAS

SEGUN LA EDAD.
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FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson
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Como se observa en la tabla nimero 5 y grafico nimero 9, el procedimiento de
verificacion de la madurez de ovocitos seglin la edad de las hembras bovinas se realizé con
los ovocitos de categoria I en el pardmetro calidad y se obtuvo 75 ovocitos equivalente al
100% en el Grupo 1 de los cuales se clasifico segun su calidad en categorias, obteniendo
57 ovocitos de categoria I, representando el 76%, 7 ovocitos de categoria II, representando
el 9,33%, y 11 ovocitos de categoria III, representando el 14,67%. En el Grupo 2 se
obtuvo 47 ovocitos que representa el 100% segln su calidad en categorias, obteniendo 29
ovocitos de categoria 1, representando el 61,7%, 8 ovocitos de categoria II, representando
el 17,02%, y 10 ovocitos de categoria III, representando el 21,28%. En el Grupo 3 se
obtuvo 34 ovocitos equivalentes al 100% de los cuales en la categoria I 21 con el 61,76%,
categoria II 6 con el 17,65% y la categoria III con un porcentaje de 20,59% que

representan 7 ovocitos en esta categoria.

TABLA No. 6. RESULTADO DE LA CRIOCONSERVACION DE LOS
OVOCITOS DE CATEGORIA 1, SEGUN SU CALIDAD Y MADUREZ.

OVOCITOS POR
EDAD OVARIO DE CALIDAD MADUREZ
CATEGORIALI
De 2 - 3 anos 57 57 57
De 6 - 7 anos 29 29 29
De 10 - 11 anos 21 21 21
Total 107 107 107
Porcentaje 100 100 100

FUENTE: Directa
ELABORADO POR: Burgos Jefferson

GRAFICO No. 10. RESULTADO DE LA VERIFICACION DE LOS
OVOCITOS DE CATEGORIA 1, SEGUN SU CALIDAD Y MADUREZ.
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FUENTE: Directa

ELABORADO POR: Burgos Jefferson
Como se observa en la tabla 6 y grafico 10, los 107 ovocitos de categoria I tanto en el

parametro de calidad y madurez, después de haber sido crio conservados y posteriormente
descongelados no presentaron ninguna alteracion, todos conservaron la misma calidad y

madurez perteneciendo a la categoria 1, es decir representa el 100%.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente investigacion realizada en el laboratorio de
biotecnologia de la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Técnica de

Cotopaxi, permite llegar a las siguientes conclusiones.

J El procedimiento se realizé con 30 ovarios correspondientes a 15 bovinas hembras
y se obtuvo 217 ovocitos equivalente al 100% de los cuales se clasifico segun la
edad de las hembras bovinas, en el Grupo 1 95 ovocitos en donde 75 son categoria
I en el parametro calidad; en el Grupo 2 70 ovocitos con 47 de calidad I y en el
Grupo 3 con 52 ovocitos, pero de estos 34 calidad I, por tanto en el parametro
calidad se obtiene 156 ovocitos. Lo que evidencia que a la juventud los ovarios
presentan mas actividad folicular y por ende més ovocitos que en animales

maduros.

J El pardmetro madurez se evalud de los 156 ovocitos de Calidad I, en donde en el
Grupo 1 con 57 ovocitos de categoria I, en Grupo 2 con 29 y Grupo 3 con 21, total

ovocitos de calidad y madurez I 107.

o La crioconservacion no afecto a los 107 ovocitos, demostrando que la curva 3 de

preservaciones de células femeninas es la mas adecuada.
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RECOMENDACIONES

Se debe incentivar a los estudiantes a seguir realizando este tipo de investigaciones en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad
Técnica de Cotopaxi, pues los avances en reproduccion nos permiten seguir impulsando el
mejoramiento genético, calidad de produccion y perpetuar la especie de las distintas

especies dedicadas a la explotacion pecuaria.

o De acuerdo a la practica realizada en el Laboratorio CEYPSA, se determiné y se
recomienda que las bovinas reproductoras de 2 a 3 afios de edad, son los ejemplares
mas Optimos para recolectar ovocitos para obtener nuevas crias con caracteristicas
genéticas similares y de calidad teniendo en cuenta que luego de ser adecuadamente

crioconservados no sufren alteracion alguna.

J Con la finalidad de cooperar con la reproduccion y conservacion genética de las
caracteristicas bovinas importantes (produccion de leche y carne), debemos utilizar
ovocitos maduros en calidad I, a fin de garantizar la conservacion de sus estructuras
internas de las ejemplares donantes y que estas se puedan utilizar para mejorar la

rendimientos productivos y reproductivos de los hatos ganaderos locales.

o Al utilizar la crioconcervadora se recomienda aplicar la curva 3, ya que esta nos
permite controlar una baja de temperatura de forma adecuada y/a su vez mantener
las caracteristicas internas normales de los ovocitos utilizados para los procesos

reproduccion bovina.
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ANEXOS.

Anexo 1. Fotos de la Practica en el Laboratorio del CEYPSA.

FOTOS

Seleccion de bovinas en camal

Grupos de ovarios por edad




Ovarios por Grupos de Edad




Medio holding

Etilen glicol Medio Holding
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Absorcion de foliculo

Caja Petri estéril Recoleccion de ovocitos

Limpieza de ovocitos (G1, G2, G3)




Observacion de ovocitos en estéreo microscopio
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Absorcion de ovocitos

Colocacion de foliculos en medio Holding

Absorcion de ovocitos con Etilen glicol
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Pajilla lista para crioconservar

Crioconservadora Pajilla colocada en crioconservadora
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