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TITULO: “EVALUACION DEL EFECTO DE LA CIANOCOBALAMINA SOBRE EL
DESARROLLO DE OVOCITOS RECUPERADOS DE OVARIOS BOVINOS POST
MORTEM DE CENTROS DE FAENAMIENTO, EN EL LABORATORIO DE
BIOTECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION DE LA CARRERA DE MEDICINA
VETERINARIA DE LA UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI”

AUTOR: VANNESSA BELEN ANDRADE MALES

RESUMEN

El presente proyecto se basa en la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida con el fin de
contribuir y favorecer al mejoramiento sustancial de la produccién ganadera por medio de la
técnica de ovum pick up (OPU) que consiste en la recoleccion de ovarios post mortem para la
utilizacién de ovocitos con el fin de aprovechar los recursos bioldgicos y emplearlos en el
estudio de desarrollo de ovocitos con la adicion de cianocobalamina. Este estudio tiene como
objetivo la evaluacion del efecto de la cianocobalamina sobre el desarrollo de ovocitos post
mortem con la finalidad de probar la eficiencia de la misma en el medio de mantenimiento y
evaluacion de ovocitos. El proyecto se realizd en el laboratorio de Medicina Veterinaria de la
Universidad Técnica de Cotopaxi se desarrollé mediante la recoleccion de 60 ovarios de vacas
post mortem de dos centros de faenamiento, los ovarios fueron recolectados tras el sacrificio
del animal haciendo un corte con tijeras y a continuacion se los coloco en una funda ziplop
que contenia 400ml de cloruro de sodio al 9% atemperado a 38,5 °C. Los ovarios fueron
transportados a una temperatura de 38,5 en un termo isotérmico hasta la llegada al laboratorio,
se procedio a realizar la técnica para aspiracion folicular y la recuperacion de ovocitos que al
ser categorizados y evaluados se les dividio en dos grupos siendo el grupo control TO vy el
grupo tratamiento T1 ambos fueron evaluados al transcurrir las 12 horas y 24 horas
obteniendo los resultados del proyecto, donde se puede decir que la adicion de
cianocobalamina no genera un impacto relevante en el medio de evaluacién y mantenimiento

de ovocitos.

Palabras clave: ovocitos, aspiracion folicular, evaluacion, morfologia, y cianocobalamina.



TOPIC: “EVALUATION OF THE EFFECT OF CYANOCOBALAMIN ON THE
DEVELOPMENT OF BOVINE OOCYTES RECOVERED FROM OVARIES
POSTMORTEM  SLAUGHTER CENTERS AT THE LABORATORY OF
REPRODUCTIVE BIOTECHNOLOGY CAREER OF VETERINARY MEDICINE AT THE
TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI”

AUTHOR: VANNESSA BELEN MALES ANDRADE

ABSTRACT

This project is based on the application of assisted reproduction techniques in order to
contribute and favor the substantial improvement of livestock production by the technique of
ovum pick up (OPU) consisting of collecting ovaries post mortem use of oocytes in order to
exploit biological resources and use them in the study of oocyte development with the
addition of cyanocobalamin. This study aims at evaluating the effect of cyanocobalamin on
the development of oocytes postmortem in order to test the efficiency of it in the middle of
maintenance and evaluation of oocytes. The project was conducted in the laboratory of
Veterinary Medicine at the Technical University of Cotopaxi was developed by collecting 60
ovaries of cows post mortem of two centers of slaughter, the ovaries were collected after
slaughter of the animal by cutting with scissors and then They are the placed in a sheath
ziplop containing 400ml of sodium chloride at 9% tempered at 38.5 ° C. Ovaries were
transported at a temperature of 38.5 in an isothermal heat until arrival at the laboratory, we
proceeded to perform the technique for follicular aspiration and recovery of oocytes to being
categorized and evaluated were divided into two groups being the group TO control and
treatment group were evaluated both T1 to the passage 12 and 24 hours to obtain the results of
the project, where it can be said that the addition of cyanocobalamin does not generate a

relevant impact on the means of evaluation and maintenance of oocytes.

Keywords: oocytes, follicular aspiration, evaluation, morphology, and cyanocobalamin.
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1. INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto: Evaluacion del efecto de la cianocobalamina sobre el desarrollo de
ovocitos recuperados de ovarios bovinos post mortem de centros de faenamiento, en el
Laboratorio de Biotecnologia de Reproduccion de la Carrera de Medicina Veterinaria de la
Universidad Técnica de Cotopaxi

Fecha de inicio: Septiembre 2019

Fecha de finalizacion: Febrero 2020

Lugar de ejecucién: Provincia Cotopaxi

Facultad que auspicia: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

Carrera que auspicia: Carrera de Medicina Veterinaria

Proyecto de investigacion vinculado: Conservacion de Recursos Zoo genéticos Locales de
la Zona 3 del Ecuador, incrementando su valor de uso y aporte a la soberania alimentaria.
Equipo de Trabajo:

MSc. Fabian Manuel Guerrero Paredes (Anexo 1)
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En la actualidad el sector ganadero busca incrementar sus ingresos econémicos es por ello que
los ganaderos tratan de tener mayor produccion de acuerdo a sus intereses ya sean este el
ganado de carne o leche, abriendo paso a las técnicas de reproduccién asistida con el fin de
tener una mejora genética que ayude a su explotacion, llevar ventaja frente a las necesidades
del pais obteniendo mayor nimero de partos en el afio. Es por ello que la técnica de
recuperacion de ovocitos de mataderos es una alternativa que permite visualizar gran éxito ya
que es mayor la cantidad de ovocitos recuperados que pueden ser aprovechables tras el
desarrollo de los mismo para su maduracion y estos a la vez ser fecundados in vitro he
implantados en vacas receptoras, lo que favorece para tener una ganaderia prospera al
aumentar la reproductividad y productividad del hato (1).

La ganaderia en Ecuador es una actividad que a pesar de ocupar68 % del suelo agricola, no
contribuye de manera significativa a la economia del pais (representa solo 11 % del PIB
agricola), lo que en parte refleja bajos indices de eficiencia y competitividad productiva. No
obstante, el Gobierno ecuatoriano ha manifestado expectativas de exportacion de carnicos, a
partir de la declaracion de la Organizacién Internacional de Sanidad Animal (OIE) en 2015
como a Ecuador un pais libre de fiebre aftosa con vacunacion. EI Gobierno ha implementado
programas de mejoramiento genético, mejoramiento de pasturas y de los procesos de faenado
en mataderos municipales; sin embargo, todavia hay un largo camino por recorrer para que la
produccién de carne de res ecuatoriana sea de calidad exportable. Segin los sistemas de
reproduccion en 192.985 UPAs (Unidad de Produccién Agropecuarias) utilizan monta libre,
133.878 monta controlada, 2.902 tienen inseminacion artificial, 2.888 usan transferencia de
embriones y se registra 103.296 con datos no aplicables (2).

La reproduccion en la explotacion pecuaria del ganado bovino es el eje de esta actividad
productiva, ya que la eficiencia en la produccion de crias permite cubrir las demandas
comerciales, a través de la generacion de hembras de alta capacidad y calidad productiva, no
solo cada vez mejores en la produccion, sino también en la busqueda de una mayor poblacion
bovina (para el 2004 la poblacion mundial de ganado vacuno era de 1,339 millones de

cabezas con un incremento esperado anual del 2.8%) para una poblacion humana creciente

(D).



3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

4.1 Directos
v Ganaderos del sector vinculados a la produccion de los animales en estudio.
4.2 Indirectos
v’ Estudiantes de la carrera de Medicina Veterinaria en las asignaturas de genética,
biotecnologia.
v El investigador principal del proyecto, requisito previo a la obtencién del Titulo en

Medicina Veterinaria y Zootecnia.
4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Debido a que existen diversos problemas a nivel reproductivo en las hembras bovinas como
los desérdenes hormonales que son las principales causas de repeticion de estro y estas
pueden manifestarse de distintas maneras ya sea como un anestro, el cual puede deberse a
una mala alimentacién o puede ser el resultado de la incapacidad ciclica de una vaca,
también se presentan los quistes ovaricos el cual se cree que se genera debido a una
deficiencia de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas, generando que las vacas no
tengan un parto por afio y esto trae como consecuencia una baja produccion y rentabilidad
en las distintas ganaderias afectando a la reproduccion bovina y a su vez la economia (3).

El campo de la biotecnologia de la reproduccion ha llegado a establecerse en la actualidad
como una de las areas de mayor investigacion, manejo y trabajo de la Medicina Veterinaria
y Zootecnia, sus avances son cada vez muy relevantes en comparacion con otras ciencias.
Una de ellas es la maduracién in vitro de ovocitos que si bien es cierto es una nueva técnica,
hasta la actualidad ya cuenta con diferentes estudios y conclusiones muy valederos. Dentro
de lo que es la maduracion ovocitaria se sabe que in vivo fisiol6gicamente esta necesita
atravesar diferentes sucesos, en los cuales intervienen ciertos compuestos, quimicos y
hormonas, por lo cual el establecer un medio de maduracion in vitro propicio para los
ovocitos es de mucha importancia, ya que del medio elegido dependera el porcentaje de
maduracion ovocitaria que se tenga (4).

Con la aplicacion de las técnicas de reproduccion asistida, se logra un mayor nimero de
crias al afio con un alto valor productivo llegando a alcazar la produccion tanto de leche
como de carne de buena calidad apta para el consumo interno del pais como para la

exportacion de carnicos y lacteos a nivel mundial (1).



Por esta razon se emplea este estudio del efecto que tiene la cianocobalamina en el
desarrollo de los ovocitos recuperados por aspiracién folicular de ovarios de matadero en el
laboratorio de biotecnologia de la reproduccion de la carrera de Medicina Veterinaria con el
fin de comparar la respuesta que ejercen los ovocitos en el medio de mantencion y
desarrollo.

Vale resaltar que en el Ecuador existen pocas investigaciones sobre la maduracion in vitro
de ovocitos, por lo cual la presente investigacion se orienta a generar una base provechosa

dentro del area de la biotecnologia de la reproduccion.
5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de la cianocobalamina sobre el desarrollo de ovocitos recuperados de
ovarios bovinos post mortem de centros de faenamiento, en el laboratorio de biotecnologia de

reproduccion de la carrera de medicina veterinaria.

5.2 Obijetivos especificos
e Determinar el rendimiento de los ovarios en relacion al nimero de ovocitos.
e Establecer la calidad de los ovocitos de acuerdo a su aspecto morfoldgico
e Evaluar el efecto de la cianocobalamina a las cero, 12 y 24 horas sobre la

calidad de los ovocitos.
6. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

6.1 Resefa historica

Son varios afios ya que los genetistas e investigadores vienen trabajando para mejorar
genéticamente los hatos bovinos en todo el mundo, seleccionando animales genéticamente
superiores en cuanto a produccion se refiere. Para ello, a lo largo de todos estos afios, el
desarrollo y perfeccionamiento de una serie de biotecnologias reproductivas que se han
convertido en herramientas fundamentales para este fin (4).

Los grandes avances en el area de la reproduccién animal como son la reproduccién in vitro,
la clonacién y la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides tienen en comun la
necesidad de utilizar ovocitos de alta calidad o capacidad de desarrollo, factor que es clave

para lograr una alta eficiencia de estas biotecnologias (5).



La aplicacion de los procedimientos de fertilizacion in vitro (FTV) en la reproduccién bovina
se ha incrementado en los dltimos afios y en un Muro puede llegar a ser utilizada en
programas de gran escala en la produccién comercial de embriones in vitro. Dentro de este
concepto, la recoleccién de ovocitos es un paso necesario para poder llegar a establecer estos
programas de FIV (6).

En un inicio la técnica de ovum pick up se utilizé para la reproduccién asistida en humanos,
pero con el pasar de los afios se pudo emplear para trabajar con animales, utilizandose por
primera vez en bovinos a finales de la década de los 80 en Holanda. En el afio de 1994
comenzo a aplicarse de manera rutinaria en la reproduccion asistida veterinaria (7).
En esta Gltima década, OPU se ha convertido en el mejor método de recuperacion de ovocitos
bovinos in vivo, permitiendo obtener ovocitos en forma repetida en animales de alto valor
genético de una manera menos cruenta, ya que antes de la aparicion de la ultrasonografia, se
venian utilizando métodos como la laparoscopia transvaginal y la laparotomia paralumbar
para la recuperacion in vivo de estas gametas, pero cayeron en desuso por sus multiples
desventajas (8).

6.2 Generales del tracto reproductivo de la vaca
El tracto reproductivo de la vaca se encuentra localizado debajo del recto, el Gltimo segmento
del intestino grueso. El utero, oviducto y ovarios se encuentran suspendidos en la cavidad
abdominal por medio del ligamento ancho. La posicion de este ligamento le permite al Gtero

alojar al feto en crecimiento (9).

6.2.1Conformacion del Ovario
Los Ovarios: son 6Organos sexuales primarios pares, ubicados en la cavidad abdominal,
region sublumbar, por detrds de los rifiones, sostenidos por un pliegue de peritoneo, el
ligamento ancho, que en el ovario se denomina mesovario (10).
Son glandulas mixtas:
¢+ Funcioén endocrina: es la secrecién de hormonas (E2, por ejemplo).
¢+ Funcidn exocrina: produccién de 6vulos o gametas.
Estructura:
Zona externa: corteza rica en foliculos.
¢ Epitelio germinal.
¢ Albuginea.
+«+ Capa parenquimatosa, o estroma.

Zona central: médula rica en vasos sanguineos y nervios.



6.3 Anatomiay Fisiologia del Ovario
Los ovarios son las estructuras mas importantes y complejas del tracto reproductor de las
vacas debido a que interactlia con otras glandulas y estructuras nerviosas en el cuerpo para
poder controlar el ciclo reproductivo de la vaca. EI complejo ovario-hipotalamo-hipdfisis se
encarga de gobernar las funciones ovéricas y uterinas que determinan los diferentes eventos
del ciclo estral (celo y gestacion). El évulo de la vaca es fecundado normalmente por un sélo
espermatozoide e inmediatamente comienza el crecimiento por una serie de divisiones. La
célula individual fecundada, se divide para formar dos, luego cuatro, ocho, etc. Las partes
anatémicas que componen el ovario son las siguientes: epitelio germinal, tinica albuginea,
foliculo primario, foliculo maduro, cuerpo hemorréagico, cuerpo luteo, cuerpo albicans,
foliculo atrésico e hilio (11).
Los ovarios estan localizados en la parte superior de la cavidad abdominal 8 mas o menos a
una distancia de 30 a 45 centimetros del orificio vulvar. Cada ovario mide aproximadamente
de 3 a 4 centimetros de largo por 2 a 3 de ancho. Este tamafio varia segun el estado
reproductivo del animal, tamafio y raza de la vaca y segun la funcién que desempefie el ovario
en el momento del ciclo estral (foliculo, cuerpo amarillo, entre otros). Ademas de producir
ovulos, el ovario tiene como funcion primordial la produccion de hormonas femeninas:
estrogenos y progesterona, las cuales dan a la hembra sus caracteristicas y comportamiento
femenino (12).
Las funciones del ovario son dos: la produccion de ovocitos y la sintesis y secrecion de
hormonas (estrégenos y progesterona). La primera funcion la realiza mediante dos procesos
estrechamente ligados entre si, denominados foliculogénesis y ovogeénesis. Durante el
desarrollo fetal y en el proceso de evolucion desde gonadas indiferenciadas hasta convertirse
en ovario, las células germinales primitivas dan lugar por mitosis sucesivas a las células
sexuales u ovogonias, que por aumento de su masa citoplasmatica se convierte en ovocitos de
primer orden; estos se rodean de una sola capa de células epiteliales constituyendo los
foliculos primarios. En el momento del nacimiento en la corteza del ovario se encuentran
varios miles de estos foliculos primarios (junto a su ovocito de primer orden correspondiente),
que permaneceran inactivos hasta la pubertad. La mayor parte de estos foliculos sufriran
atrofia desde el nacimiento hasta la senilidad reproductiva, acelerdndose este proceso a partir
de la pubertad (13).
Cuando llega la pubertad, y por accion de las hormonas en la mayoria de las hembras se

producen ciclicamente una serie de cambios en la corteza del ovario que tienen como



consecuencia la preparacion y liberacién de ovocitos (células germinales femeninas) que en
caso de unirse a un espermatozoide podran dar lugar al huevo o cigoto, que tras el proceso de
gestacion se convertird en un feto a término. En el momento del nacimiento en la corteza del
ovario hay miles de foliculos primarios rodeando a sus correspondientes ovocitos de primer
orden. A partir de la pubertad de forma progresiva y secuencial las células epiteliales
periféricas de los foliculos primarios se dividen y forman varias capas que rodean el ovocito
recibiendo esta estructura el nombre de foliculo secundario. Este sigue madurando hasta
transformarse en foliculo terciario y finalmente en el foliculo de Graaf (terciario maduro), que
sobresale de la superficie del ovario. Este proceso es llamado foliculogénesis, preside el ciclo
estral u ovarico y ocurre bajo la influencia de las hormonas gonadotropinas hipofisarias (14).
Una vez que el foliculo de Graaf ha finalizado su maduracién y que el ovocito se ha preparado
mediante un proceso llamado ovogénesis. Esta consiste en la ruptura de la pared del foliculo
de Graaf, asi como del propio epitelio del ovario y en el desprendimiento del ovocito que ird a
parar en el infundibulo. En los rumiantes y cerdas se libera un ovocito de segundo orden y se
da la ovulacion. Dicha ovulacion produce una pequefia hemorragia en la pared del ovario
instaurandose un coagulo en el foliculo roto que recibe el nombre de cuerpo hemorragico.
Después se produce una organizacion del coagulo aumentado de tamafio y con un citoplasma
rico en lipocromos que dan coloracién amarillenta por lo que esta estructura recibe el nombre
de cuerpo amarillo o cuerpo lGteo. En el caso de que no haya gestacion el cuerpo lateo
involuciona unos dias antes de la siguiente ovulacién y se produce una cicatrizacién con
invasion de tejido conectivo apareciendo una costra blanca sobre la superficie del ovario que
se denominan cuerpo blanco (15).
6.4 Ovogénesis
Es el proceso de origen de los ovocitos u 6vulos (16).
« Comienza en la etapa fetal, en la cual se originan ovogonias (2n), estas se dividen
mitoticamente y se transformaran en ovocitos, los cuales inician la meiosis,
deteniéndose en estado de diploteno (profase 1) a los 80 dias del periodo fetal (+/).
¢+ Son rodeados por células foliculares (pregranulosa), el individuo en este estado tiene
ovocitos primarios (2n), estos se encuentran en un numero fijo al nacer que se
transformaran en 6vulos (17).
< En la pubertad, cuando se produce el pico preovulatorio de LH, el ovocito primario

reinicia la Meiosis, hasta la metafase 11, pasandose a llamar ovocito secundario (n).



s Se forma también el cuerpo polar, eneste estado se produce la ovulacion,
permaneciendo asi hasta la fecundacion con la que se completara la meiosis (16).
6.5 Foliculogénesis

Proceso de desarrollo y crecimiento folicular, continuo e irreversible.
La hembra, desde que nace, posee miles de foliculos primordiales en su ovario, muchos de los
cuales estan destinados a permanecer como tales durante toda la vida o a sufrir atresia.
Algunos, la minoria, se desarrollaran hasta el estadio de foliculo preovulatorio y liberaran el
ovocito que contienen en el proceso de ovulacion (18).
La foliculogénesis es el proceso de maduracion del foliculo ovarico, una estructura compuesta
por células de la granulosa que rodea el ovocito y dentro de la cual se desarrolla la ovogénesis
0 division meidtica del ovocito. La foliculogénesis se desarrolla de manera paralela a la
ovogeénesis y durante este proceso el foliculo para por diversos estadios: foliculo primordial,
foliculo primario, foliculo secundario o preantral, foliculo terciario o antral y foliculo de
Graaf (19).
Comienza en la etapa fetal en la cual se forma la reserva de foliculos primordiales, que estan
formados por el ovocito primario rodeado de células foliculares planas o de la granulosa.
Un grupo de estos se activan y comienzan a crecer, transformandose en foliculos primarios.
La pre-granulosa se transforma en granulosa. Aparece la zona peltcida (matriz proteica que
separa el ovocito de las células de la granulosa).El foliculo sigue su crecimiento, aumenta
de tamafio las células de la granulosa se multiplican en varias capas, se diferencia la teca
interna de la externa, en este estado se lo denomina foliculo secundario (estadios
preantrales).Las células de la granulosa secretan un liquido (licor folicular), que forma
lagunas que coleasen formando el antro folicular, el tamafio del foliculo aumenta a su
méaximo, denominadndose foliculo terciario o de Graff. El foliculo terciario en condiciones de
ovular, formado por el ovocito 1°, células de la granulosa que lo rodean (corona radiada),

cumulos oophorus que fija el ovocito (18).

6.5.1 Foliculo primordial

Estad constituido por un ovocito primario procedente de las células germinales primitivas
rodeado por una Unica capa de células planas originadas a partir de los cordones celulares
corticales. Estas células inhiben la maduracion del ovocito interrumpiendo la meiosis en la
primera profase (estadio de diploteno difuso, caracterizado por la presencia de un nucleo
prominente que recibe el nombre de vesicula germinal y ademas ejercen un efecto inhibidor

sobre el crecimiento del ovocito (20).



6.5.2 Foliculo primario o preantral

Las células que rodean al ovocito se hacen clbicas y comienzan a dividirse, creando capas
sucesivas en torno al mismo. Estas células estdn comunicadas entre si por medio de uniones
estrechas y constituyen el soporte nutritivo del ovocito. Sobre ellas aparece la ldmina basal y
entre el ovocito y las células foliculares se van depositando mucopolisacaridos a modo de un
anillo completo, constituyendo la zona peldcida. Por otra parte, las células fusiformes del
estroma ovarico que se organizan alrededor de la membrana basal constituyen las células
precursoras de la teca. Paralelamente, el efecto inhibidor que ejercian las células foliculares
sobre el crecimiento del ovocito desaparece, aunque no ocurre lo mismo con la inhibicién de
la meiosis. De este modo, el ovocito entra en una fase de intensa actividad sintética y aumenta

su volumen en ausencia de division celular, adquiriendo considerables reservas vitelinas (20).

6.5.3 El paso de los foliculos preantrales a foliculos antrales

Se inicia cuando el animal alcanza la pubertad. Las células de la granulosa, que han ido
adquiriendo progresivamente receptores de membrana para FSH, comienzan a dividirse
mitéticamente al ser estimuladas por esta gonadotropina (liberada por el efecto GnRH). A su
vez, estas células producen estrogenos que incrementan la actividad mitdtica de FSH; al
aumentar el nimero y tamafio de las células foliculares, aumenta el nimero de receptores de
membrana para FSH y el proceso se auto estimula (19). La FSH, por otra parte, promueve
también la produccion de liquido por las células foliculares lo que conlleva la aparicién del
antro. Al mismo tiempo, las células precursoras de la teca se diferencian completamente
formando dos capas concéntricas, la teca interna y la teca externa. La teca interna va
adquiriendo progresivamente una mayor vascularizacion y mayor riqueza en células
epitelioides. La teca externa, formada por fibrocitos y células mioides con microfilamentos de
actina y miosina, parece tener importancia en la contractilidad del foliculo. La liberacion de
GnRH provoca a su vez una liberacion de LH por la adenohip6fisis. En el foliculo se
establece un mecanismo conocido como "dos células, dos gonadotropinas" mediante el cual
las células de la teca interna producen andrégenos que difunden a través de la membrana basal
hasta las células de la granulosa donde son transformados en estrgenos.

Al ir incrementandose la produccion de fluido folicular, el antro aumenta de tamafio y el

ovocito en el interior del foliculo va siendo desplazado hacia una posicion excéntrica (18).
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6.5.4 Foliculo preovulatorio o de Graaf.

Se distingue un grupo de células de la granulosa que permanecen rodeando por completo al
ovocito en varias capas y mantienen el contacto con el mismo por medio de puentes
citoplasmaticos, denominadas cumulus oophorus.

Durante las ultimas etapas de la maduracion folicular las células de la granulosa comienzan a
expresar receptores para LH, que anteriormente solo se encontraban en las células de la teca.
Este hecho permite al foliculo responder al pico preovulatorio de LH que conducira a la
maduracion del ovocito.

El pico preovulatorio de LH promueve tres cambios criticos en el foliculo: la maduracion del

ovocito, la ovulacién y la luteinizacion (21).

6.5.5 Dinamica folicular
Es la secuencia de crecimiento y atresia de foliculos antrales que determinan la presencia de
ondas decrecimiento folicular. 3 etapas (13):

I.  Reclutamiento: inicio de la onda. Un grupo de foliculos antrales pequefios son
reclutados por accion de las gonadotrofinas. La FSH estimula el crecimiento de estos
que desarrollan receptores de LH en las células de la teca interna, lo que permite la
sintesis de androgenos, los cuales proveen el sustrato para que la FSH sinteticen
estrogenos para la activacion de una aromatasa. Dura de 2 a 4 dias.

Il.  Seleccion: un foliculo continda creciendo y se hace dominante sobre los demas, este es
responsable de casi todo el estrogeno circulante en el plasma de la hembra. Por
desarrollo de mas receptores o por secretar hormonas paracrinas inhiben el desarrollo
de los demaés.

1. Dominancia: el foliculo seleccionado crece mas que los otros, que se atresian
paulatinamente. En esta etapa hay 3 fases:

1. De crecimiento

2. Estética:

.  Temprana.
Il. Tardia.

3. Regresion: atresia en presencia de un cuerpo luteo funcional siendo alta la
concentracion de P4en la fase lateal. El estrogeno producido por el foliculo dominante
potencia la RAN de la P4sobre GnRH, disminuyendo la frecuencia de pulsos de LH y
FSH, atresiandose el foliculo. Posteriormente disminuye la concentracion de

estrégeno, aumenta FSH y se inicia una nueva onda de crecimiento folicular (21).
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6.6 Recoleccion y transporte de los ovarios desde el matadero.
Se realiza a partir de hembras sacrificadas en el matadero, mediante la obtencion de sus
ovarios y la aspiracion de los foliculos con un didametro comprendido entre 3 y 6 mm (22).
La recuperacidn de ovarios en el matadero se realiza mediante la intervencién del recolector
en el inicio de la cadena de matanza. Los ovarios se obtienen de vacas o novillas en diferentes
estados fisioldgicos dentro de los 30 minutos posteriores al sacrificio de los animales
mediante la obtencion de sus ovarios y la aspiracion de los foliculos con un diametro
comprendido entre 3y 6 mm (23) (24).
Los ovarios recogidos son colocados en un termo de transporte que contiene solucion salina
(0.9% NaCl), o solucién fosfato-tamponada salina (PBS). Estas soluciones contienen
generalmente, como antibioticos 25 mg/l de kanamicina, o 100 Ul/I de penicilina y 100 mg/I
de gentamicina (25).
La temperatura de transporte segun (19) citado por (26), puede ser temperatura ambiente, sin
embargo, se ha demostrado que el mantenimiento de la temperatura durante el transporte a
30°C es importante ya que, por debajo de esta, se ve comprometida la capacidad de
maduracion del ovocito in vitro (27).
El transporte de los ovarios al laboratorio se realiza desde los 30 minutos a las 6 h. después de
la recoleccion (25).
Una vez se encuentren en el laboratorio los ovarios se lavan repetidamente en la solucion de
transporte. En seguida, los ovocitos pueden ser recogidos de inmediato, o bien, se colocan los
ovarios en bafio termostatico a 38°C antes de proceder a la obtencion de los ovocitos (26).
Esta técnica suministra una fuente abundante de ovocitos obtenidos a bajo costo, provenientes
de animales en diferentes estados de ciclo estral, que pueden ser madurados, crio preservados,
fertilizados y cultivados in vitro hasta alcanzar estados avanzados de desarrollo embrionario
(28).
También es Gtil para un Gltimo aprovechamiento de hembras sacrificadas por motivos
sanitarios, accidentes o reposicion (29).
Los embriones se producen a partir de évulos (ovocitos) recuperados de ovarios provenientes
de animales que se envian a faena o vacas castrada, por cada vaca (2 ovarios recuperados) se
pueden obtener entre 15-20 dvulos lo que permitird obtener 4-6 6vulos para transferir (30).
Los ovocitos son en general obtenidos en el matadero a partir de ovarios de vacas y
vaquillonas no prefiadas, aunque hasta el momento no existe evidencia que la produccion de

ovocitos a partir de ovarios con un CL de gestacidn sea diferente. Los ovarios contienen un
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gran namero de ovocitos en diferentes estadios de desarrollo. El transporte de los ovarios se
lleva a cabo en un termo que contiene una solucién PBS o en una solucion salina a
temperatura ambiente pudiéndose conservar entre 20-25 °C durante 6-7 horas sin que afecte la
capacidad de desarrollo posterior. En el laboratorio los ovocitos son obtenidos junto a su
liquido folicular (31).

6.7 Obtencion de ovocitos
La recoleccion de ovocitos permite recuperar y aprovechar foliculos no ovulatorios, que bajo
condiciones fisiologicas se tornarian en foliculos atrésicos, con el fin de aprovechar el
maximo potencial genético de una donadora por procedimiento in vitro (32). ElI nimero de
ovocitos que se pueden madurar in vivo se ve limitado gracias al feed back de la regulacién
endocrina del crecimiento del foliculo con el proceso de maduracion (33).
la obtencion de los ovocitos se realiza a través de dos procedimientos basicos (34):
* A partir de hembras sacrificadas en el matadero, mediante la obtencion de sus ovarios y la
aspiracion de los foliculos con un diametro comprendido entre 3 y 6 mm.
* A partir de animales vivos utilizando la aspiracion transvaginal eco guiada (OPU). Esta
técnica permite recoger ovocitos en las hembras de mas de 6 meses de edad, durante los
primeros 3 meses de gestacion y a partir de las 2-3 semanas del postparto, por lo que no
interfiere con los ciclos productivos o reproductivos de las hembras donantes. En el caso de
hembras muy jovenes (menos de 6 meses de edad) es necesario recurrir a la laparoscopia.

6.8 Técnicas de recuperacion de ovocitos

6.8.1 Aspiracion folicular

Este método consiste en la aspiracion de los foliculos que se encuentran en la superficie
ovarica y que tienen un diametro mayor a 2 mm (35), aunque se ha indicado que se deben
aspirar aquellos foliculos que se encuentran entre 3 y 6 mm de diametro (36). La aspiracion se
realiza con una aguja con un calibre entre 18 y 21 G conectada a una jeringa de 10 ml. El
calibre de la aguja empleada tiene mucha importancia para preservar la integridad de los
ovocitos. En un estudio donde compararon diferentes diametros de agujas frente a la calidad
de los ovocitos, se determind que, aunque con las agujas de calibre 18 G se obtuvo mayor
nimero de ovocitos, con las agujas de menor calibre se recuperaron mas ovocitos de buena
calidad (37).

La técnica consiste en cargar 1-2 ml de PBS en la jeringa conectada a la aguja, y luego
proceder a succionar los foliculos de la superficie ovarica que se encuentren entre los

didmetros recomendados. Para realizar esta operacion se ingresa por el estroma del ovario
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adyacente al foliculo y este no se punciona directamente para evitar comprometer la
integridad del mismo. Una vez obtenido el liquido folicular, se coloca en un tubo de
precipitacion dejandolo decantar por 10 a 20 minutos, para posteriormente eliminar el
sobrenadante y aspirar y coloca el pellet en una caja Petri con PBS, con el fin de hacer la
busqueda y seleccion de los ovocitos aptos para continuar con la fase de maduracién, bajo una
lupa estereoscédpica (36) (35).

6.8.2 Seccionamiento ovarico

A este método se lo conoce también con el nombre en inglés “slicing”, que basicamente
consiste en hacer varios cortes longitudinales y transversales en la superficie ovérica, con el
fin de seccionar los foliculos localizados en la corteza ovérica y obtener los COCs que son
recogidos en un vaso precipitado luego lavar el ovario (38).

6.8.3 Obtencion de ovocitos in vivo

Los ovocitos se obtienen de animales vivos, ya sean hembras jovenes, vacas en produccion o
de descarte. Permite entre otras cosas acortar el intervalo generacional de animales
genéticamente superiores, produciendo un numero elevado al afio de embriones viables y
terneros por cada donadora, incrementando ademas la eficiencia productiva de los hatos

ganaderos (39).

6.8.4 Técnica de aspiracion folicular guiada por ultrasonografia (Ovum pick-up;
OPU)

Es una técnica muy difundida a nivel mundial hoy en dia, que ha permitido la recuperacién
repetida de ovocitos en vaquillas mayores a 6 meses de edad, en animales gestantes durante
los tres primeros meses de gestacion y también en vacas en produccion, 2-3 semanas
postparto, sin interferir con el ciclo productivo ni con el desempefio reproductivo de ellas. Por
otro lado, esta técnica se puede aplicar al mismo animal durante 5-6 meses seguidos, con una
frecuencia de aspiracion de dos veces por semana, sin tener efectos nocivos sobre la actividad
reproductiva ni el bienestar animal (36).

Para llevar a cabo este procedimiento primero es necesario sedar levemente al animal con
Xilacina 1.M. al 2%, o también con detomidina (0,016 mg/kg de peso vivo 1V). Luego de esto,
se debe aplicar anestesia epidural con el propdsito de disminuir las contracciones abdominales
y facilitar la manipulacion de los ovarios y la operacion de aspiracion folicular. Una vez
realizado esto, se procede a vaciar el recto teniendo cuidado de no permitir que ingrese aire al

mismo, e inmediatamente a limpiar la zona perineal. La realizacion del OPU se basa en la
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utilizacién de un ecdgrafo con un transductor de 5 0 7.5 MHz, al cual se le acopla una aguja
conectada a una bomba de vacio. El transductor se introduce por la vagina hasta el fondo de la
misma, y luego por medio de manipulacién rectal de los ovarios estos se retraen cerca del
transductor, se visualizan los foliculos y se aspiran los tengan un diametro mayor a 2mm a
través de la pared vaginal, depositdndose el liquido folicular en tubos que contienen medio de

mantenimiento (38).

6.8.5 Recoleccion de ovocitos por medio de laparoscopia
Anteriormente se empleaba la laparoscopia como técnica para la recuperacion de ovocitos,
que tenia como ventaja el bajo costo del equipo en comparacion con el de OPU que es mucho
mas costoso. En la actualidad esta técnica ha caido en desuso debido a varias desventajas, por
ejemplo, que no se puede visualizar el corte de pequefios foliculos en crecimiento por debajo
de la superficie del ovario, por otra parte, se conoce de efectos adversos relacionados con el
bienestar animal, como la formacién de adherencias en el lugar de la cirugia, ademas de ser
una técnica muy invasiva (39).

6.9 Factores que afectan la calidad de los ovocitos
Sin lugar a duda existen muchos factores que afectan la calidad y cantidad de los ovocitos que
pueden ser obtenidos en un animal; estas afecciones pueden comprometer la competencia
funcional de los ovocitos asi como también alterar sus caracteristicas morfogénicas, todo lo
cual puede evidenciarse en la capacidad de estos para madurar, ser fecundados, clivar y
alcanzar el estadio de blastocisto (7).
La calidad del ovocito se ve afectada por factores animales y/o ambientales. Dentro de los
animales se encuentran: la edad del animal, en donde el mayor problema se encuentra en las
vacas muy jovenes o muy viejas, lo que no implica que no se puede realizar la MIV ya que
existen reportes de MIV a estas edades extremas e incluso se han sometido a maduracion
ovocitos recuperados de fetos, pero con un bajo porcentaje de MIV (40).
Otro factor es la categoria del animal, es decir si son vacas o vaquillonas; el estado del ciclo
estral; y la condicion corporal. Por otro lado, los factores ambientales: la temperatura,

cantidad de luz por dia y la estacion del afio (40).

6.9.1 Edad de animal
Los ovarios de vacas adultas generan menos ovocitos que las que proporcionan las novillas
(30). Sin embargo, los ovocitos de las hembras pre-puberes son menos aptos que los que se

obtiene de vacas adultas (41). Se pueden obtener ovocitos tanto de animales jovenes como de
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animales viejos, pero estos no se desenvuelven de forma igual al momento de los procesos
biotecnoldgicos (7). El nimero aproximado de foliculos preantrales para una vaquilla es de
109 000 y para una vaca es de 89 000, sin embargo, este nimero disminuye con el paso de los
afos (42).

6.9.2 Categoria de los animales
La variabilidad que existe entre animales de carne y leche es obviamente notoria, la diferencia
que existe entre las razas influye en la recuperacion de los ovocitos, las hembras de raza Bos
indicus genera un numero mayor de ondas foliculares e igualmente la poblacion folicular es

mayor que las de raza Bos Taurus (42).

6.9.3 Condicidén nutricional
La importancia de la nutricion sobre la calidad de los ovocitos es un tema que actualmente no
se ha explotado totalmente y la informacion es limitada (43). La nutricion afecta
contundentemente la reproduccion de las vacas, exceso o deficiencia de nutrientes, el bajo
consumo de materia seca, la alimentacién inadecuada en el periodo de transicién puede
afectar seriamente a los ovocitos (44), asi como también las dietas altas en amoniaco interfiere

en la disponibilidad de ovocitos competentes (7).

6.9.4 Factores medioambientales
La zona termo neutral para los bovinos va de 0 a 16°C, y se produce estrés calorico cuando la
temperatura supera los 23.6°C, lo cual reduce la intensidad y duracion del estro de 20 horas a
11.9 horas, afecta la duracién del ciclo estral (45), asi como también la capacidad de los

ovocitos para madurar, ser fecundados, y desarrollarse al estado de blastocisto (46).

6.9.5 Técnicas de recuperacion de los ovocitos

El porcentaje de recuperacion de ovocitos de ovarios recolectados del camal es de 50 a 60%
con la bomba de vacio de OPU siendo una técnica muy usada; sin embargo, la presion que se
use determinara el dafio que sufra las células del camulo (7).

Existe pocas diferencias entre la recuperacion de ovocitos post mortem o in vivo, por un lado,
resulta con un grado mayor de complejidad la manipulacién transrectal del ovario frente a la
observacion completa y detallada que puede realizar el operario en los ovarios recolectados de
vacas faenadas (19).

La técnica OPU puede ser usada en vacas en distintos estados fisiologicos, existen factores

técnicos como la aguja, la experiencia del operador que pueden influenciar negativamente en
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la recuperacion de los ovocitos, sin embargo, es un método recomendado cuando se desea

conservar el animal donante (47).

6.9.6 Tamaiio de los ovarios
El nimero de ovocitos esta estrechamente relacionado con el tamarfio y peso del ovario, por lo
tanto, en vacas adultas el nimero de ovocitos que se puede recuperar es mayor que en
hembras jovenes (7).
6.10 Evaluacion de la calidad del ovocito
El eje central de la reproduccién asistida es la calidad del ovocito, ya que uno de los mayores
inconvenientes encontrados ha sido reconocer el estadio de maduracion de los ovocitos, en
donde el citoplasma juega un papel importante. El factor limitante para la coleccién de
Complejo Cummulus-Ovaocito (COC) es indudablemente el tamafio de los foliculos de los

cuales se extraen (32).

6.10.1 Criterios de clasificacion y denominacion de los COCs (Complejo
cummulus-ovocito)
La seleccion de los ovocitos se realiza generalmente en base a tres criterios: el diametro del
ovocito, el aspecto de su citoplasma y las caracteristicas del cumulo que los rodea,
adicionalmente, los ovocitos rodeados por un cumulo compacto formado por varias capas de
células presentan mayores porcentajes de maduracion (34).
La apreciacion de caracteristicas morfolégicas son la base de diversos esquemas de
clasificacion, basados en la compactacién, estructuras celulares, entre otras caracteristicas

visibles bajo estéreo microscopio (40).

6.10.1.1 Denominacion por categorias y calidad
Los complejos cumulus ovocitos (COCs) son evaluados por su morfologia y clasificados

dentro de 4 categorias:

X/
L X4

Completamente rodeados por mayor o igual a 3 capas de células de cimulus con
citoplasma homogéneo eventualmente granulado.
¢+ Ovocitos rodeados con < 3 capas de células del camulus y citoplasma generalmente
homogéneo.
¢ Ovocitos desnudados y citoplasma con apariencia irregular con zonas oscuras.
¢+ Ovaocitos con cumulus expandido y/o citoplasma irregular.
Los COCs se clasifican como viables (calidad 1 y 11), para los procesos de maduracion y

fertilizacion in vitro (45).
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6.10.1.2 Denominacion por tipos Seleccionados
Los ovocitos, se clasifican en tres categorias, segin la morfologia del cimulo de células

que lo rodean (48):

>

» Ovocitos tipo A. Presentan un cimulo con mas de 5 capas de células.

*,

X/
L X4

Ovaocitos tipo B. Estan rodeados tan slo por 3-5 capas celulares.

X/
o

Ovaocitos tipo C. Se encuentran denudados o parcialmente denudados de células del
cumulus.

6.11 Clasificacion de ovocitos
Los aspectos mas importantes que evallan la calidad del ovocito son: Estado nuclear,
caracteristicas citoplasmaticas, aspectos de la corona radiada y la expansion o distribucion de
las células del camulus (49), asi como el didmetro de los ovocitos, que condicionan su
capacidad para madurar de tal forma que los ovocitos bovinos con un diametro inferior a 110
KM se encuentra todavia en fase de crecimiento y no han adquirido la capacidad para madurar
(50).
La morfologia del citoplasma y las células del cumulus son los primeros criterios para
discriminar entre ovocitos competentes o incompetentes para el desarrollo embrionario, la
calidad de las células que rodean el ovocito y la apariencia homogénea de citoplasma son los
mejores indicadores para determinar si el ovocito posee potencial para madurar y fecundar in
vitro (51), las células del cimulus son subpoblaciones de células de la granulosa que aportan
los nutrientes al ovocito durante su crecimiento, participan en la formacion de la zona
pellcida, y sintetizan la matriz compuesta de acido hialuronico y proteinas que juegan un
papel importante en el transporte del ovocito a través del oviducto y permiten atrapar al
espermatozoide para la fertilizacion (52).
Por lo tanto los ovocitos se pueden clasificar segun estos criterios, segun las capas de células
del cumulus y la homogeneidad y apariencia del citoplasma, aunque las categorias de
clasificacion varian en numero segun los autores con importancia cientifica y para controlar la
calidad de la produccion y recoleccion de los ovocitos , existen clasificacion de 2, 3y 4
categorias (53) (54), las que he valorado como mas relevante, el tipo A corresponde a un
ovocito corresponde a un ovocito con células del cimulus con nimero de capas multiples (
mayor a 4) y compactas, con citoplasma homogéneo y transparente; el tipo B tiene capas
multiples del camulus ( de 1 a 3) y un citoplasma homogéneo con zonas periféricas oscuras
(55); el tipo C se caracteriza por tener un camulus denudado y un citoplasma irregular con

zonas oscuras; el tipo D tiene el cimulus con células expandidas y un citoplasma irregular y
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con zonas oscuras , Aunque por otra parte un ovoplasma negro indica que el ovocito esta

envejecido y tiene bajo el potencial para soportar el desarrollo (56) .

6.11.1 Categorias Ovocitarias (55).

Tabla 1 Categorias de ovocitos

Corresponde a un ovocito
con ceélulas del cumulus
con numero de capas
multiples (mayor a 4) y
Categoria A compactas, con

citoplasma homogéneo y

transparente.

Tiene capas mdultiples del
cimulus (de 1 a 3) y un
citoplasma homogéneo con

Categoria B zonas periféricas oscuras.

Se caracteriza por tener un
cumulus denudado y un
citoplasma irregular con

Categoria C zonas oscuras.

Tiene el cdmulus con
células expandidas y un
Categoria D citoplasma irregular y con

Zonas oscuras

La maduracion de cada tipo de ovocitos siempre se realiza de manera independiente de los

otros tipos.
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6.11.2. Denominacién por categorias

Los ovocitos se clasifican como aptos (categorias | y 1) y no aptos (categorias 11 y IV) para

la M1V, basandose en las caracteristicas de las células del cimulus oophorus y corona radiada

y la homogeneidad del citoplasma (38).

v

a)

Los ovocitos categoria | (excelentes) presentan citoplasma oscuro uniforme
combinado con 5 0 mas capas compactas del cimulus

Ovaocitos categoria Il (buenos) presentan citoplasma oscuro uniforme conjuntamente
con una corona radiada completa pero menos de 5 capas del cimulus.

Ovocitos categoria Il (regulares) presentan una pérdida de la uniformidad del
citoplasma, la corona radiada se presenta incompleta y las capas del cimulos presentes
son menos compactas.

Ovaocitos categoria 1V (malos) presentan citoplasma no homogéneo o fragmentado y
las células de la corona y del cimulus se encuentran disgregadas o ausentes en su
totalidad (25).

Expansion del camulus celular

El criterio de expansion del camulus es el siguiente (48):

b)

Expansion nula. No existe expansion apreciable del camulo.

Pequefia expansion de aproximadamente un didmetro del ovocito.

Expansion apreciable, de unos dos didmetros del ovocito.

Expansion maxima, de mas de tres didmetros del ovocito, e incluso de las células de la
corona radiada.

Diametro del ovocito

Los ovocitos al adquirir didmetros superiores a 110 um alcanzan la capacidad para completar

la meiosis, los cuales corresponde a los foliculos con 2-3 mm (57).

La seleccion de los ovocitos se realiza generalmente en base a tres criterios: el didmetro del

ovocito, el aspecto de su citoplasma y las caracteristicas del cimulo que los rodea. El

didmetro de los ovocitos condiciona su capacidad para madurar, de tal forma, que los ovocitos

bovinos con un didmetro inferior a 110 um se encuentran todavia en fase de crecimiento y no

han adquirido aun la capacidad para completar la meiosis | (16).

La tasa de maduracion nuclear aumenta con el diametro del ovocito, lo que sugiere que los

ovocitos con diametro inferior a 110 um estan adn efectuando la sintesis de ARN, y, por

consiguiente, todavia se encuentran en fase de crecimiento, es decir, no han completado la
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maduracion nuclear y citoplasmatica. No obstante, cuando el didmetro ovocitario supera los
110 um la mayoria de los ovocitos se desarrollan hasta MII (11).
Los ovocitos pequefios tienden a seguir un patrén anormal de maduracion meiotica dando
como resultado disturbios en los procesos de maduracion (7).

6.12 Medios de maduracion
Los medios de cultivo utilizados en ganado para MIV pueden ser ampliamente divididos en
simples y complejos. Los medios simples son usualmente sistemas de buffer de bicarbonato,
que contienen sales fisiologicas basicas con la adicion de piruvato, lactato y glucosa. La
principal diferencia entre varias formulaciones de medios simples se encuentra en diferencias
en la concentracion de iones y los niveles de las fuentes de energia. Por otro lado, los medios
complejos, contienen adicionalmente aminoacidos, vitaminas, purinas y otras substancias. Es
necesario poner atencion, en los medios de maduracion al manejo de otros factores como en el
pH, la osmolaridad, la temperatura, la fase gaseosa, la humedad y el tiempo de maduracién.
Los medios de maduracion son generalmente enriquecidos con una gran diversidad de
suplementos, tanto séricos como hormonales, que favorecen la capacidad del ovocito para
madurar in vitro. El agua es el componente mayoritario en el medio para MIV, es asi que, un
agua de buena calidad es esencial para la preparacion del medio (40).
La fase gaseosa mas utilizada es aquella compuesta por 5% CO2 en aire para la maduracion,
esto por su similitud a los porcentajes registrados en el oviducto de algunas hembras
mamiferas (33).
El medio de maduraciéon TCM-199 (por sus siglas en inglés: Tissue culture medium), es un
medio complejo que utiliza como Buffer al bicarbonato o a HEPES y es comun mente
suplementado con diferentes tipos de sueros, y/o hormonas (gonadotropinas y/o esteroides)
(40). Es el mas ampliamente usado para estudios de la maduracién de ovocitos bovinos (58)
(59) (60). Los aditivos mas comunes usados para MIV de ovocitos en TCM-199 son FSH5,
LH6, suero fetal bovino (SFB), y recientemente algunos factores de crecimiento como
ephidermal growth factor (EGF) e insulin-like growth factor-I (IGF-I) (61).

6.13 Cianocobalamina

Nutriente del complejo de la vitamina B que el cuerpo necesita en pequefias cantidades para
funcionar y mantenerse sano. La cianocobalamina ayuda a producir glébulos rojos, ADN,
ARN, energia y tejidos, y mantener sanas las células nerviosas.

La vitamina B12 es una vitamina hidrosoluble del grupo B también denominada cobalamina,

que es cristalina y de color rojo y contiene metal cobalto en su composicion. La vitamina
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B12 es, en realidad, un conjunto de moléculas con caracteristicas, estructuras y funciones
similares.
CATOSAL RB12

Solucién inyectable - de Bayer es el estimulante metabdlico que mezcla fésforo organico
Butafosfano y vitamina B12 que estimula los procesos y mejora todos los indices productivos

y reproductivos de los animales.
Para animales sanos:

» En los reproductores machos para mejorar su eficiencia genética
» En las vacas lecheras sometidas al esfuerzo intenso de la lactancia
Para preparar animales para exposiciones

Para mejorar el estado general y el rendimiento

Como tonico general en los caballos de carrera, de polo, trote, etc.

YV V V VY

Para fomentar el crecimiento de animales jovenes
» Para acortar la muda en las aves

Para trastornos metabdlicos generales:

> Esterilidad
Deficiencias sexuales
Deficiente desarrollo

Retencion de placenta

vV V VYV VY

Estados de decaimiento general como por ejemplo inapetencia y agotamiento

muscular

» Trastorno metabolico general de los bovinos en época de sequia caracterizados por
indigestion cronica, desnutricion, baja produccion lactea, fendbmenos nerviosos, etc.

» Malacia y canibalismo en las aves

» Histeria de las aves.

Enfermedades agudas y crénicas:

» Anemias

Fracturas

En la calcio terapia como auxiliar; por ejemplo, en parresia del parto
Convalecencia de todas las enfermedades

Lumbago del caballo

YV V V V V

Debilidad vital y enfermedades de los recién nacidos alntoxicacion (como
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coadyuvante)
> Trastornos del desarrollo de los animales

» Fatiga de jaula en aves

6.13.1 Estudios realizados con cianocobalamina
¢ Como mejorar con el uso de Catosal®B12 los indices reproductivos de las vacas con
desordenes ovaricos?
Catosal®B12 contiene butaphosphano y cianocobalamina (vitamina B12); que estimulan el
metabolismo en general, estimula el sistema inmunologico, estimula la biosintesis de
metionina y de proteinas, aumenta los procesos de hematopoyesis (formacion de globulos
rojos), mejora las funciones del higado y la digestién, ayuda en la regeneracion de tejidos,
mejora la absorcion y asimilacion de nutrientes, principalmente la de los minerales
contenidos en la dieta o los pastos.
Media hora antes de la inseminacion artificial, las vacas del grupo Il recibieron 10 ml
Catosal®B12 subcuténeo en el tercio medio del cuello, y GnRh por via subcutanea una hora
después de la inseminacion.
La administracion de Catosal®B12 y GnRh ayudo a incrementar la capacidad de fertilizacion
en los animales tratados en un 20-35 % (95%), mejoro los indices de inseminaciéon a 1.1 y
disminuy6 en 12 y 33 el promedio de dias abiertos.
En conclusion, la combinacion de GnRh con Catosal®B12 aumento la estimulacion a celos
mas fértiles y se crearon condiciones Optimas para la maduracion de ovulo, una correcta

formacion y ovulacion del foliculo (62).

Efecto de Catosal®B12 en vacas lecheras y su relacion con la actividad ovéarica

A 10 vacas control no se les aplico el programa de Catosal®B12 3x4R12. Se realiz6 un
examen tocologico y por método de ultrasonografia, se determind presencia o ausencia de
cuerpo lateo y de foliculos. Se obtuvo una muestra sanguinea de la vena caudal antes del
programa Yy al finalizar éste para determinar por la técnica de radioinmunoensayo niveles de
progesterona, estrégenos, y perfiles sanguineos de insulina y hepatico.

Los animales tratados con Catosal®B12 presentaron una elevacion significativa en la
concentracion de estrogenos, mejoraron los niveles de insulina y se redujo el perfil hepatico
de transaminasas.

De los resultados obtenidos a las mediciones de hormonas en sangre, se concluye que la

aplicacion intramuscular de Catosal®B12 con un Programa 3x4R12, es decir, cada cuatro
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dias, tres aplicaciones, produce una elevacion en las concentraciones de estrégenos en sangre
y desarrollo del foliculo presente al momento de inicio del tratamiento.

El programa Catosal®B12 3x4R12 provocé un alza considerable en los niveles de insulina la
cual esté involucrada en el metabolismo de la glucosa. La bilirrubina bajé considerablemente

en las vacas tratadas con Catosal®B12 (63).
7. HIPOTESIS

La cianocobalamina pudiera afectar el desarrollo de ovocitos, determinando la calidad

morfoldgica del mismo.
8. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

El trabajo se sustenta en una investigacion de campo de tipo experimental que permite
analizar la eficiencia de la Cianocobalamina y su respuesta al desarrollo con relacion al
numero y calidad de ovocitos con su valoracion morfologica.
8.1 Area De Investigacion
Este trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion
de la Carrera de Medicina Veterinaria en la Universidad Técnica de Cotopaxi.
La Provincia de Cotopaxi esta localizada en la region Sierra de pais, al centro-norte, se
encuentra a 2.800 metros sobre el nivel del mar. En General la provincia posee una
temperatura media anual de 12 °C, por lo que cuenta con un clima templado, frio y calido
himedo. Con una poblacion total 409.206 habitantes, densidad 62,29 hab/kmz, superficie total
6 569 km2,
8.2 Unidad Experimental
La presente investigacion se realizd con 60 ovarios de vacas post mortem de centros de

faenamiento.

9. VARIABLES EVALUADAS
9.1 Rendimiento de los ovarios Vs el nimero de ovocitos
El rendimiento de los ovarios se determind por la cantidad de ovocitos que se recuperaron

dentro de la aspiracion folicular.
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9.2 Rendimiento de la cantidad VS la calidad de los ovocitos
Se efectu6 mediante el nimero total de los ovocitos recolectados y la seleccion de los
ovocitos entre grado uno y grado dos, es decir realizando una discriminacién y acuerdo a las
categorias descritas en la literatura.

9.3 Efecto de la cianocobalamina sobre los ovocitos de grano uno y grado dos
Para realizar la determinacion de esta variante se realizo la evaluacion de la placa control y la
placa tratamiento a las 0, 12 y 24 horas tras mantenerse en la estufa y con los medios de

mantenimiento.

10. MANEJO DEL ENSAYO
Se realizaron un total de seis ensayos previos a la obtencién de los resultados para establecer
un protocolo que permitié hacer las correcciones pertinentes en el proyecto de investigacion.
En cada ensayo se tomaron la misma cantidad de ovarios es decir 60 por cada colecta
llegando a una totalidad de 360 ovarios dentro de nuestro trabajo, cabe recalcar que el Gltimo
ensayo es el que permitio obtener resultados en la investigacion, mientras que los anteriores
ensayos fueron de prueba para ir perfeccionando y mejorando la técnica.

10.1 Limpiezay desinfeccion del laboratorio
En el laboratorio se realiza una desinfeccion con anterioridad a la llegada de las muestras
ovaricas este se lo efectud con alcohol al 70% y clorhexidina jabonosa al 10% en el area de
trabajo.

10.2 Recoleccion de ovarios post mortem
El ultimo ensayo fue el que se tomé en cuenta para la obtencion de resultados el cual consistio
en la recoleccion de 60 ovarios de vacas faenadas en el camal metropolitano de Quito. La
recoleccion de los ovarios se los hizo por corte con tijeras quirdrgicas y puestos en solucién
fisioldgica al 9% atemperada.

10.3 Transporte de ovarios
Los ovarios fueron transportados en solucion fisiologia de cloruro de sodio al 9% a
temperatura de 38°C hasta la Ilegada al Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion.

10.4 Lavado
En primer lugar, se procedié hacer el lavado de los ovarios por tres ocasiones con solucion
fisioldgica de cloruro de sodio al 9 % atemperada para eliminar residuos de sangre y se los

deja en esa misma solucion hasta la aplicacion de la aspiracién folicular.
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10.5 Equilibrio de gases
Seguido a esto se realizé la preparacion de los medios de lavado y cultivo de ovocitos estos
se deben preparar al principio ya que necesitan unas dos horas de tiempo para que se produzca
el equilibrio de gases para tener estabilidad y que no atenten con la integridad del ovocito, se
trabajé en la plancha térmica a una temperatura de 37°C con las cajas Petri tapadas la primera
contenia 10ml de lactato de ringer, la segunda 10ml de lactato mas 5ml de holding y 5ml de
TCM mientras que la tercera contenia 10ml de TCM.

10.6 Aspiracion folicular
La aspiracion folicular se realizd sin tomar en cuenta el tamafio del ovario y se extrajeron de
los foliculos mayores a 2 mm con jeringa de 5ml y aguja de 18 x %, el liquido folicular
obtenido se coloco en cajas Petri.

10.7 Valoracion y categorizacion de los ovocitos
El liquido folicular obtenido se colocé en la primera caja Petri que contenia el primer medio
de lavado en esta se realizd la recuperacion de ovocitos sin discriminacion alguna, en la
segunda caja Petri se coloco los ovocitos con grado uno y dos tomando en cuenta solo la
integridad del cimulus oophorus, en la tercera caja se realiza la categorizacion de los ovocitos
tomando en consideracion el camulus y el citoplasma.

10.8 Tratamientos

Se realizaron dos tratamientos en los cuales se rotulan TO como grupo control y T1 como

grupo tratamiento.

Tabla 2 Tratamientos que se llevaron a cabo dentro del proyecto de investigacion

Reactivos TO Testigo T1 Tratamiento
TCM 199 4 mi 4 ml

SFB (suero fetal bovino) 2ml 2mi
Cianocobalamina 0 120ul

Realizado por Vannessa Andrade

Tabla 3 Tratamientos con sus respectivos nimeros de ovocitos para su evaluacion

T0 T1
Grado 1 6 6
Grado2 1 1
Total 7 7

Elaborado por: Autoria propia
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Ya realizado la categorizacién se procedid a colocar en cada caja 7 ovocitos con las mismas
caracteristicas morfoldgicas en decir seis ovocitos de grado uno y un ovocito de grado dos
dando un total de 14 ovocitos que entraron en estudio. Las cajas Petri de los tratamientos
fueron introducidas en la estufa a una temperatura de 38.5°C para la realizacion de la
evaluacion posterior a las 12 horas y 24 horas.
10.9 Evaluacion

Las evaluaciones que se realizaron fueron tres, la primera a las cero horas, las segunda a las
12 horas tras la colocacion de las cajas Petri dentro de la estufa a una temperatura de 38,5°C y

estas tuvieron una tercera evaluacion a las 24 horas.

10.9.1 Primera evaluacion.
Se realiza a las cero horas se evaltua en el medio de mantenimiento tanto el grupo control
como el grupo tratamiento que se encuentran con el numero igual de ovocitos en iguales

caracteristicas.

10.9.2 Segunda evaluacion.
Evaluacidn a las 12 horas se procede a hacer la evaluacion en el estereoscopio para valorar su
morfologia.

10.9.3 Tercera evaluacion.
Se realiza al transcurrir las 24 horas de mantenerse en la estufa a temperatura de 38,5, en
donde al momento de evaluacion se puede percibir un olor desagradable en las dos cajas Petri

a ser evaluadas.
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11. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El andlisis y alcance de los resultados se valoraron con respecto a variables cualitativas por lo
tanto el método estadistico aplicado se basa a las frecuencias absolutas utilizando tablas de
contingencia del programa chi cuadrado, utilizando el software Infostat, por cual presentamos
las tablas de resultados obtenidas al correr los datos que se recogi6 durante el desarrollo de la
parte partica del Proyecto de Investigacion en dicho software

Tabla 4 Evaluacion del rendimiento de ovarios vs ovocitos recuperados

Nueva tabla: 02/02/2020 - 22:25:46 - [Version: 17/11/2016]

Tablas de

contingencia

Frecuencias: N.° DE OVOCITOS
Frecuencias absolutas

En columnas: GRADO DE OVOCITOS

N.° DE OVARIOS Ovocito G°1  Ovocito G°2  Ovocito G°3  Ovocito G% Total

60 0 2 0 0 2
12 0 0 0 12
0 0 69 0 69
0 0 0 77 77

Total 12 2 69 77 160

Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado 480 9 <0,0001

Pearson

Chi Cuadrado MV- 308,39 9 <0,0001

G2

Coef.Conting. 0,87

Cramer

Kappa (Cohen) 0,85

Coef.Conting. 0,87

Pearson

Elaborado por: Autoria propia

En el rendimiento de ovarios vs ovocitos si encontramos una diferencia por lo que tenemos un
valor de p de <0,0001 lo que se interpreta que logramos una mayor cantidad de ovocitos

recuperados con relacion al nimero de ovarios recolectados.
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EVALUACION DE OVOCITOS
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Gréfico 1 Evaluacion del rendimiento de ovarios vs los ovocitos recuperados

Elaborado por: Autoria propia

Tabla 5 Evaluacion de ovocitos a las 0 horas en relacion con el cumulus oophorus

Nueva tabla_2: 02/02/2020 - 22:53:01 - [Versién: 17/11/2016]

Tablas de contingencia

Frecuencias: N.° ovocitos
Frecuencias absolutas

En columnas: HORAS: tratamientos

categoria 0 Horas: 0 Horas: Total
TO T1
Compacto 6 6 12
Parcial 1 1 2
Total 7 7 14
Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 0 1 >0,9999
Chi Cuadrado MV-G2 1 >0,9999
Irwin-Fisher bilateral >0,9999

Coef.Conting. Cramer

O O o o

Kappa (Cohen)

Elaborado por: Autoria propia

En la evaluacion de los tratamientos a las 0 horas no se encuentra diferencia alguna ya que los
dos tenian el mismo nimero de ovocitos en las mismas condiciones con respecto a su

cumulus oophorus.



29

Tabla 6 Evaluacion de ovocitos a las 12 horas en relacion con el cumulus oophorus
Nueva tabla_3: 02/02/2020 - 23:24:19 - [Version: 17/11/2016]

Tablas de contingencia

Frecuencias: N.° ovocitos

Frecuencias absolutas
En columnas: HORAS:

tratamientos

cateqoria 12 Horas: 12 Horas: Total
TO T1
Compacto 5 5 7
Desnudo 0 1 1
Expandido 1 2 3
Parcial 1 2 3
Total 7 7 14
Estadistico Valor al p
Chi Cuadrado Pearson 2,95 3 0,399
Chi Cuadrado MV-G2 3,39 3 0,3347
Coef.Conting. Cramer 0,32
Coef.Conting. Pearson 0,42

Elaborado por: Autoria propia

En la evaluacién a las 12 horas no se encuentra diferencia alguna por lo que se obtiene un
valor de p de 0,399 lo que se interpreta de la siguiente manera; que entre los tratamientos TO
como testigo y T1 como tratamiento experimental no hay una variabilidad significativa al

momento de usar la cianocobalamina como precursor de desarrollo de los ovocitos in vitro.
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Tabla 7 Evaluacion de ovocitos a las 24 horas en relacion con el cimulus oophorus

Nueva tabla_4: 02/02/2020 - 23:44:26 - [Version: 17/11/2016]

Tablas de contingencia

Frecuencias: N.° Ovocitos
Frecuencias absolutas

En columnas: categoria

HORAS Tratamiento Compacto Desnudo Expandido Parcial Total

24 TO 2 0 2 3 7

Horas

24 T1 0 1 4 2 7

Horas

Total Total 2 1 6 5 14
Estadistico Valor €] p

Chi Cuadrado Pearson 3,87 3 0,2762

Chi Cuadrado MV-G2 5,04 3 0,1689

Coef.Conting. Cramer 0,37

Coef.Conting. Pearson 0,47

Elaborado por: Autoria propia
La evaluacion a las 24 horas no encontramos diferencia alguna entre los tratamientos
obteniendo un valor de p de 0,2762 lo que interpretamos que la aplicacion de

cianocobalamina como precursor de desarrollo in vitro de ovocitos no funciona.

EVALUACION POR EL CUMULUS
100% OOPHUROS

90%
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70%
60%

20%  [60,85704285760,857042357

50,71428571

50%
,14288714320,14288714 380, 14388 714310,14285714 10,1428587143
20% 289428
6 ,14288714
289428
30% 573571
,42857 14298
,28971428

0,
1% 20,28571428620,28571428

0% SUs 0" U Sty 0
(0] 12 24
HORAS HORAS HORAS
TOTAL DESNUDO B EXPANDIDA B PARCIAL B COMPACTA CATEGORIA

Gréfico 2 Evaluacion de los ovocitos a las 0, 12 y 24 horas con relacién a su cimulus oophorus
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Elaborado por: Autoria propia

Tabla 8 Evaluacion de ovocitos a las 0 horas con relacion al citoplasma

Nueva tabla: 03/02/2020 - 0:29:11 - [Version: 17/11/2016]

Tablas de contingencia

Frecuencias: N.° ovocitos
Frecuencias absolutas

En columnas: categoria

HORAS Tratamientos  Homogéneo Porcentaje
0 horas TO 7 50

0 horas Tl 7 50

Total Total 14 100
Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado O 1 >0,9999
Pearson

Chi Cuadrado MV- 0 1 >0,9999
G2

Coef.Conting. Cramer

Coef.Conting. Pearson 0

Elaborado por: Autoria propia

La evaluacion a las 0 horas tomando en cuenta el citoplasma de los ovocitos, no encontramos
diferencia obteniendo asi un valor de p de >0,9999 interpretado de la siguiente manera, que
los tratamientos a las O horas no se encuentra una diferencia porque en los dos tratamientos

tenemos la misma cantidad de ovocitos y con las mismas caracteristicas de citoplasma.
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Nueva tabla_1: 03/02/2020 - 0:38:41 - [Versién: 17/11/2016]

Tablas de contingencia

Frecuencias: N.° ovocitos

Frecuencias absolutas
En columnas: categoria
HORAS

12 horas

12 horas

Total

Estadistico

Chi Cuadrado
Pearson

Chi Cuadrado MV-
G2

Coef.Conting.
Cramer
Coef.Conting.
Pearson

Tratamiento
TO

T1

TOTAL

Picnético
0
1
1

Valor
3,11

4,27

0,33

0,43

Fraccionado

Homogéneo
4
5
9

0,3748

0,2337

No homogéneo Total
2 7

0 7

2 14

Elaborado por: Autoria propia

En la evaluacién a las 12 horas no encontramos una diferencia entre tratamientos obteniendo

asi un valor de p de 0,3748 interpretando de la siguiente manera que la aplicacion de

cianocobalamina no tiene efecto sobre el desarrollo de ovocito sin embargo se observa que en

el grupo tratamiento tampoco se logra llegar al desnudamiento ya que las dos muestras no

se encuentran en las condiciones adecuadas para su desarrollo.
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Nueva tabla_2: 03/02/2020 1:00:36 - [Version:

17/11/2016]

Tablas de contingencia

Frecuencias: N.° ovocitos

Frecuencias absolutas

En columnas:

categoria

HORAS Tratamientos Picnético  Fraccionado Homogéneo No homogéneo  Total

24 horas TO 3 1 2 1 7

24 horas T1 3 1 0 3 7

Total TOTAL 6 2 2 4 14
Estadistico Valor gl P

Chi Cuadrado 3,00 3 0,3916

Pearson

Chi Cuadrado 3,82 3 0,2817

MV-G2

Coef.Conting. 0,33

Cramer

Coef.Conting. 0,42

Pearson

Elaborado por: Autoria propia

En la evaluacion a las 24 horas no se encontrd diferencia alguna entre los tratamientos,

obteniendo un valor de p de 0,3916, y asi obteniendo como un resultado final que los ovocitos

tanto del grupo control como del grupo tratamiento al no estar bajo las condiciones adecuadas

de temperatura y humedad llegas a morir y la cianocobalamina a las 24 horas llega hacer

toxica en estas condiciones.
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EVALUACION POR EL CITOPLASMA
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Grafico 3 Evaluacion de los ovocitos a las 0, 12 y 24 horas con relacion al citoplasma

Elaborado por: Autoria propia

11.1 DISCUSION

11.1.1 Rendimiento de ovarios vs nimero de ovocitos

En el rendimiento de ovarios vs ovocitos si encontramos una diferencia por lo que tenemos un
valor de p de <0,0001 lo que se interpreta que logramos una mayor cantidad de ovocitos
recuperados con relacion al numero de ovarios recolectados, logrando un total de 160
ovocitos de 60 ovarios colectados.

En el trabajo de Maestria de la Universidad nacional del Antiplano en el estudio realizado
sobre la coleccion cultivo y maduracion de ovocitos de vaconas Boss taurus en el Antiplano
boliviano se plantea dentro de los resultados que en un total de 138 ovarios se obtuvo un total
de 497 ovocitos teniendo un promedio de 7 ovocitos por ovario (27), mientras que en el
articulo que lleva por tema capacidad de desarrollo embrionario de ovocitos bovinos
recuperados via ultrasonografica y de ovarios de matadero manifiesta en sus resultados que ha
logrado recuperar un total de 2049 ovocitos en 18 repeticiones de colecta provenientes de 408
ovarios de 204 vacas beneficiadas por ende el promedio fue de 10 ovocitos por hembra, lo que
a su vez no marca una gran diferencia con el resultado obtenido en el presente estudio

investigativo que se logra un resultado de la recoleccion de 60 ovarios de vacas faenadas un
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total de 160 ovocitos, con un promedio de 3 ovocitos por ovario, lo que le da una diferencia

mayor al trabajo citado ya que ellos logran conseguir dos ovocitos mas por ovario.

11.1.2 Efecto de la cianocobalamina a las 12 horas en relacién al cimulo oophorus

A la evaluacion de las 12 horas no se encuentra diferencia alguna por lo que obtenemos un
valor de p de 0,399 lo que se interpreta de la siguiente manera; que entre los tratamientos TO
como testigo y T1 como tratamiento experimental no hay una variabilidad significativa al
momento de usar la cianocobalamina como precursor de desarrollo de los ovocitos in vitro.
No se encuentran estudios publicados en base a la adicion de la cianocobalamina como
precursor en el desarrollo de ovocitos in- vitro por lo tanto para esta discusion se tomara
articulos donde se utilice la cianocobalamina (catosal B12), in vivo dentro de estos tenemos:
Cdémo mejorar con el uso de catosal B12 los indices reproductivos de las vacas con
desordenes ovaricos, en donde la unidad experimental fue un total de 40 vacas divididas en
dos grupos en el cual el primer grupo fue tratada con GnRh teniendo un efecto en donde el
75% las vacas estaban prefiadas, mientras que el segundo grupo tratadas con cianocobalamina
(catosal B12) y GnRh ayudo a incrementar la capacidad de fertilizacién en los animales
tratados en un 20-35% llegando a un total del 95% (63). En un siguiente estudio que habla del
efecto de la catosal B12 en vacas lecheras y su relacién con la actividad ovarica donde la
unidad experimental fue de 20 vacas divididas en dos grupos, en el grupo tratamiento se le
aplico el programa catosal B12 3x4 R12 que consiste en 3 aplicaciones de 20ml con un
intervalo de 4 dias entre aplicacidn asi como una revision tocoldgica a los 12 dias posteriores
reflejando un resultado que los animales tratados con cianocobalamina (catosal B12)
presentaron una elevacion significativa en la concentracion de estrogeno, mejoraron los
niveles de insulina y se redujo el perfil hepéatico de transaminasas, todas las vacas presentaron
celo como respuesta al protocolo de sincronizacion seleccionado dependiendo de las
estructuras ovaricas diagnosticas a la palpacion rectal a los doce dias de iniciado el

tratamiento con catosal B12 (64).
12. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

Esta investigacion genera nuevos temas para seguir un estudio que permita establecer mejoras
en los medios de maduracion y o desarrollo de ovocitos con las condiciones adecuadas como
la temperatura, humedad y gases.

Este estudio deja otras puertas abiertas que permitird a que otros investigadores con intereses

por el tema de recuperacion de ovocitos y fecundacion in vitro puedan llegar proponer nuevos
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temas en relacién con el estudiado, y de esta manera llegar a contribuir por parte de la practica

hacia nuevos conocimientos que llegaran a afirmar teorias.
13. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1 CONCLUSIONES

» El rendimiento de los ovarios vs los ovocitos obtenidos es favorable ya que como
estipula la literatura se puede conseguir de cada ovario una media de entre 6 a 8
ovocitos por lo cual se mantuvo dentro de los rangos, siendo un aspecto favorable para
el estudio.

» La calidad de los ovocitos con la adicion de cianocobalamina y los ovocitos del grupo
control, no mostré una notable diferenciacion.

» Al evaluar el efecto de la cianocobalamina a las cero, 12 y 24 horas sobre la calidad de
los ovocitos, no se evidencio un efecto marcado que permita afirmar categéricamente

que la cianocobalamina ayuda en el desarrollo de los ovocitos.

13.2 RECOMENDACIONES
Una vez realizado el estudio se recomienda tomar en consideracion las medidas adecuadas
para la repeticién de este tipo de investigacion ya que en el transcurso del desarrollo de este
proyecto se tuvo algunos inconvenientes que no permitieron llevar a cabo el estudio con las
condiciones adecuadas para los ovocitos, por lo que se tuvo que recurrir a la realizacién de

este tema con pequerias modificaciones.
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15. ANEXOS

15.1 Imagenes

Fotografia 1Recoleccion de ovarios camal de salcedo

Fuente: realizado por Vannessa Andrade

Fotografia 2 Recoleccion de ovarios en el camal metropolitano de

quito

Fuente: realizado por Vannessa Andrade
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Fotografia 3 Recoleccion de los ovarios de animales faenados

Fuente: realizado por Vannessa Andrade

Fotografia 4 Preparacion de medios de lavado y desarrollo de ovocitos para la

gases

Fuente: realizado por Vannessa Andrade

estabilizacién de
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Fotografia 5 Estabilizacion de gases de los medios de lavado y mantenimiento de ovocitos

Fuente: realizado por Vannessa Andrade

‘Fotografia 6 Preparacion del medio de lavado de ovarios

Fuente: realizado por Vannessa Andrade
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Fotografia 7 Conteo de ovarios para la aspiracién de los foliculos

Fuente: realizado por Vannessa Andrade

Fotografia 8 Lavado de ovarios para la eliminacién de restos de sangre

Fuente: realizado por Vannessa Andrade
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Fotografia 9 Acompafiamiento del tutor durante la realizacion de la parte practica del proyecto de

investigacion

‘ s
Fuente: realizado por Vannessa Andrade

Fotografia 10 Evaluacion de ovocitos para la seleccion y categorizacion

Fuente: realizado por Vannessa Andrade



Fotografia 11 Recuperacion, seleccion y categorizacion de los ovocitos

Fuente: realizado por Vannessa Andrade

Fotografia 12 evaluacién del grupo tratamiento a las 12 horas

Fuente: realizado por Vannessa Andrade
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Fotografia 13 Evaluacion del grupo tratamiento a las 24 horas

Fuente: realizado por Vannessa Andrade

Fotografia 14 Evaluacion del grupo control a las 12 horas

Fuente: realizado por Vannessa Andrade



Fotografia 15 Evaluacion del grupo control a las 24 horas

Fuente: realizado por Vannessa Andrade
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Tabla 11 Ficha técnica

Registro ICA No. 003-DB

Vida Util: 60 Meses |Fabricante: KVP - Alemania

Presentaciones
de

Venta:

Caja x 1 Frasco de 50 - 100 y 250 ml

Concepto Toxicologico: No Aplica [Licencia Ambiental: No Aplica

Composicion

garantizada:

Composicion garantizada:
Cada mL contiene:
Acido 1-(N-butilamino)

-1metiletil-fosfénicoButafosfan............... 100mg
VitaminaBl12......ccoooeevvevieeiiciiee e, 0,05mg
EXCIPIENtESC.S. P oovveeieciecieeie e 1mL

Cada mL contiene: 0,0173 g de Fésforo

Descripcion
del producto:

Los compuestos de fosforo, tal como se presentan en Catosal al 10%
con vitamina B12 influyen sobre casi todos los procesos de
asimilacion del organismo, por ello se les ha denominado
asimilatorios; asi mismo intervienen en un sin nimero de reacciones
enzimaticas. Por su contenido de vitamina B12, Catosal fomenta el
metabolismo de los carbohidratos y lipidos, de tal forma que influye
favorablemente en el crecimiento corporal, en la formacion de

glébulos rojos, y demuestra también una accion protectora del higado.
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Indicaciones:

Catosal al 10% con vitamina B12 est4 indicado como coadyuvante en:
Enfermedades agudas y trastornos metabdlicos agudos como:
- Parresias, inapetencia, disminucion del rendimiento lacteo,

acetonemia, etc.
- Agotamiento (p. ej.: después de un parto laborioso).
- Debilidad vital y enfermedades de los recién nacidos.
- Lumbago del caballo.

« Auxiliar en la calcio terapia (p. €j.: en caso de tetania o

hipocalcemia).
- Intoxicaciones (como coadyuvante).

Enfermedades crénicas y trastornos metabolicos cronicos:
- Trastornosdeldesarrollodelosanimalesjévenescausadospore

nfermedadesdel crecimiento.

- Estados de debilidad en pequefias especies como perros y

gatos, mantenidos en condiciones no fisiologicas.
- Canibalismo en aves.

« Histeria de las aves.
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Indicaciones:

Trastornosmetabdlicosgeneralesdelosanimalesdoméstico
scausadospor alimentacién inadecuada:

- Trastornos en los bovinos, durante épocas de sequia, antes de las
lluvias, caracterizados por los siguientes sintomas clinicos:
parresia, inapetencia, indigestion crénica o sobrecarga del rumen,

desnutricién, disminucion del rendimiento lacteo.

Infertilidad:

- Coadyuvantedeenfermedadespuerperalesconlosconsecuentestrastorn
osdelafertilidad, se recomienda aplicar 20 mL en la 6° y 4° semana
antes del parto, con ello también se reducen los problemas
metabolicos como cetosis, fiebre de leche y desplazamiento del

abomaso.

Anemia:

« Secundaria 0 verminosa.

Coadyuvante metabdlico:

« Al destete de terneros y corderos.
- Para vacas lecheras sometidas al esfuerzo intenso de la lactancia.
- Para mejorar el estado general de los animales.

- Para preparar animales a intervenir en exposiciones.

Dosificacion:

Para animales sanos: la mitad de la dosis expuesta anteriormente, y en

caso necesario, repetirla con intervalos de 1 a 2 semanas.

ESPECIE DOSIS

EQUINOS Y
BOVINOS

ADULTOS 10a 25 ml

POTROS Y
TERNEROS 5al12ml

OVINOS Y
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CAPRINQOS
ADULTOS 2,5a5mil

CORDEROS Y
CABRITOS 15a25ml

CERDOS

SEUN SUPESO 2,5a10 mi

LECHONES 1a25ml
PERROS

SEGUN SuU
TAMANO 05a5 mil

GATOS Y AVES 0,5al1mi

AVES 1ml

Catosal al 10% con vitamina B12 puede inyectarse por via
Via de subcuténea, intramuscular o intravenosa.
administra Puede mezclarse con suero glucosado o soluciones de calcio.

cion Evite contaminacion, extraiga el liquido asépticamente.

Contraindicaci |No se han reportado efectos teratogénicos o similares.

ones:

Informacion |EN €l tratamiento de enfermedades cronicas, como coadyuvante se ha

complementaria demostrado que Catosal al 10% con vitamina B12 proporciona grandes

ventajas en cuanto a la reduccion del periodo de recuperacion

de los animales tratados.

Consulte al
Precauciones: [Médico
Veterinario.
Mantener  fuera
del alcance de los

nifos.




Venta bajo prescripcion / receta del Médico Veterinario.

Condicion
es de
almacena

miento:

Conservar entre 15°C-30°C. Protegido de la luz sola r. No congelar.

54
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TELEFONO DOMICILIO:
TELEFONO CELULAR:
CORREO ELECTRONICO:

INSTRUCCION:

FABIAN MANUEL
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ECUATORIANA

TUNGURAHUA

AMBATO
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YACULOMA

VIA A SAN PABLO (Principal)
032474096

0992480853
fguerreroregion3@gmail.com

fguerreroparedes@yahoo.com
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