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RESUMEN

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccidn en el Centro de Experimentacion y Produccion Salache “CEYPSA” de

la Universidad Técnica de Cotopaxi.

El objetivo principal de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la

vitrificacién en cuanto a la calidad y madurez de los ovocitos bovinos.

Se recolecto 10 ovarios de vacas faenadas en el camal de Saquisili, de los cuales
se obtuvo un total de 114 ovocitos, obteniendo 50 de categoria 1, 37 de categoria
I1, 27 de categoria I1l. Para realizar la investigacion se tomo solo a los ovocitos de
categoria I. Se realizo el lavado de los 50 ovocitos de categoria I, con holding y se
procedié a la vitrificacion, se almaceno en pajillas previamente estiradas en la
plancha térmica y se coloc6 en un tanque de nitrégeno, posteriormente se procedid
a la desvitrificacion de todos los ovocitos y se volvid a evaluar en el estereoscopio
y se obtuvo como resultado que los 50 ovocitos de categoria | no presentaron

ninguna alteracion en su calidad y madures después de la vitrificacion.
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Abstract

This research was conducted in the laboratory of Reproductive Biotechnology
Center of Experimentation and Production Salache "CEYPSA" Technical

University of Cotopaxi.

The main objective of this study was to evaluate the effect of vitrification in so far

as of the quality and maturity of bovine oocytes.

Collect it 10 ovaries of cows slaughtered in the slaughterhouse Saquisili, of which
a total of 114 oocytes was obtained was collected, obtaining 50 of category 1, 37
category I, 27 category Il1l. To conduct the research took only oocytes category I.
washing the 50 Category | oocytes was performed with holding and proceeded to
vitrification in straws was stored previously stretched in thermal plate and placed
in a nitrogen tank, then proceeded to the desvitrification of all oocytes and was re-
evaluated in the stereoscope and the result was that 50 category | oocytes showed

no improvement in their quality and maturity after vitrification.
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INTRODUCCION

La baja fertilidad es uno de los problemas mas frecuentes en las explotaciones
ganaderas a nivel nacional que impide su desarrollo; ya que al no existir una
buena reproduccion en el hato bovino no existira mejoramiento genético por lo
tanto una baja produccion y habra menos ingresos econémicos para el ganadero.
(Autor)

En la actualidad las biotecnologias reproductivas de mayor importancia para las
explotaciones ganaderas es la produccion de embriones In Vitro, por ello se ha
visto la necesidad de buscar nuevas alternativas para la conservacion de ovocitos
de vacas de gran produccion que por diversos problemas de salud, patogenicidad
o al llegar a final de su vida productiva se debe realizar el descarte de la misma,
como consecuencia se pierde un porcentaje genético muy alto en el hato

productivo al no obtener descendientes con el mismo valor genético. (Autor)

La estrategia de vitrificacion es basicamente diferente a la estrategia de
congelacion tradicional. Una velocidad lenta de congelacion intenta mantener un
delicado balance entre varios factores, los cuales pueden resultar en lesiones
celulares provocadas por la formacion de cristales de hielo, los choques
osmoticos, el efecto toxico de los crioprotectores, la concentracion de electrolitos
intracelulares, los dafios por enfriamiento, las fracturas en la zona pellcida y las
alteraciones de los organelos intracelulares, el citoesqueleto o el contacto entre las

células. (a)

En nuestro pais no se encuentra implementada la técnica de vitrificacion de
ovocitos bovinos como un sistema de banco genético, que permita conservar los

ovocitos de ganado vacuno de alta produccién o vacas con alta genética. (Autor)



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad de ovocitos bovinos mediante la técnica de vitrificacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Valorar la calidad y madurez de los ovocitos bovinos antes de la técnica de

vitrificacion.

e Valorar la calidad y madurez de los ovocitos bovinos después de la

técnica de vitrificacion

HIPOTESIS

Hipotesis Alternativa. Hi

La vitrificacion conservara la calidad y madurez de los ovocitos en bovinos.

Hipotesis Nula ho

La vitrificacion no conservara la calidad y madurez de los ovocitos en bovinos.



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1.  ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL APARATO REPRODUCTOR
DE LA HEMBRA BOVINO

El tracto reproductivo de la vaca se encuentra debajo del recto, el altimo
segmento del intestino grueso. El aparato reproductor de la vaca comprende los

ovarios, oviductos, Utero, cérvix, vagina, vulva. (0)

1.1.1. OVARIOS

Son los 6rganos esenciales para la reproduccion de la hembra, pueden situarse en
la cavidad pélvica o en la abdominal dependiendo de la edad, el nimero de partos,

mide aproximadamente de 2 a 4 cm. de largo por 1 a 2 cm. de ancho. (h)

En el ovario activo se distingue dos capas. Una capa cortical (cortex ovarica)
donde tendré lugar el desarrollo de los foliculos y de los ovocitos y en la que se
encuentran también células secretoras de hormonas. Y una segunda zona o capa
medular con tejido conectivo, vascular y nervioso. En el testiculo masculino, por
el contrario, la produccion de espermatozoides y hormonas se llevan a cabo en el

interior del mismo. (10)

La capa cortical del ovario en todas las hembras de animales domésticos, excepto

en la yegua, esta ocupada por los foliculos ovaricos en distintas fases de



evolucion. Esta capa queda envuelta por la tinica albuginea (membrana fibrosa

que envuelve al ovario).dicha tdnica se va infiltrando en profundidad hasta definir

el estroma ovarico que mantiene los foliculos en evolucion. (10)

Funciones:

Gametogenesis (funcion exocrina)

e Formacién de ovocitos

Sintesis de hormonas (funcion enddcrina):

e Estrogenos (Foliculos)

e Progesterona (Cuerpo LuUteo)

e Inhibina

e Oxitocina

e Relaxina. (h)

1.2. CICLO ESTRAL

Es el periodo de tiempo que transcurre entre dos celos y dura en promedio 21dias
su rango es de 17 a 24 dias.

En el transcurso del ciclo estral los ovarios sufren una serie de cambios g

finalizan con la ovulacion y la expulsién de ovocitos capacitado para ser



fecundado, estos cambios estan regulados por diversas hormonas procedentes de
distintos 6rganos (hipotalamo, hipofisis, ovario y Gtero). (6)

La GnRH es una hormona de origen hipotalamico que estimula en la
adenohipofisis la secrecion de FSH y la de LH, la FSH es responsable del inicio
de la oleada del crecimiento folicular al estimular el reclutamiento mientras que la

LH interviene en la maduracién final del foliculo dominante y en la ovulacion.(6)

GRAFICO 1. CAMBIOS OVARICOS Y HORMONALES DURANTE EL
CICLO ESTRAL EN LA VACA.
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1.2.1. Proestro o periodo de maduracion folicular.

Este periodo sigue a la desaparicion del cuerpo luteo, con lo cual disminuye los
valores de progesterona. La liberacion de hormona foliculo estimulante (FSH)
por parte del 16bulo anterior de la hipdfisis, estimula el crecimiento del foliculo y
aumenta la sintesis y secrecion de estrogenos ovaricos, que aumenta el tamafio
del atero, vagina y oviductos en una fase preparatoria para la presencia del estro.
Este periodo dura d 2 a 6 dias en yegua, 2 a 3 dias en rumiantes y en la cerda, y de

4 a 12 dias en la perra. (9)

1.2.2. Estro.

Es el periodo de receptividad de la hembra al macho, caracterizado por las
manifestaciones de celo. Es el momento cuando se produce la ovocitacion o
ruptura del foliculo y la formacion del cuerpo lateo o amarillo. La duracion del

celo y momento que se produce la ovocitacion depende de la especie animal. (10)

1.2.3. Metaestro o fase luteinica.

Es la fase que sigue al periodo de ovulacion y se caracteriza por el desarrollo del
cuerpo amarillo en el ovario, que inicia la secrecion de progesterona. La duracion
de esta fase depende del tiempo en que la hormona luteotropa (LH) sea secretada
por pate de la adenohipdfisis. Al aumentarse los niveles de progesterona en la
sangre y disminuir los niveles de estrogeno, se evita la proliferacion de nuevos
foliculos ovaricos y por lo tanto, no se dan nuevos ciclos estruales, por que el
cuerpo luteo actta como inactivador de los celos. El futuro del cuerpo lGteo, esta

condicionado por el del évulo, ya que si éste es fecundado por un espermatozoide



y se desarrolla el embrion, el cuerpo lGteo mantendra su actividad, si no hay
fecundacidn, e cuerpo luteo regresa. (9)

Las funciones que cumple la hormona progesterona secretada por el cuerpo liteo

del ovario son las siguientes:

e Estimula la secrecion de las glandulas uterinas.

e Prepara al Gtero para la implantacion y nutricion del 6vulo fecundado.

e Reduce loa tonicidad de la fibra muscular lisa del Utero, asi como la

sensibilidad de esté a la accién de la hormona oxitocina.

e Impide la maduracion de foliculos ovaricos por accion sobre el hipotdlamo

y la adenohipofisis.

e Estimula el completo desarrollo y maduracién de la glandula mamaria.

Como se puede notar, la progesterona es la hormona responsable del

mantenimiento de la gestacién, en antagonismo con la hormona estrogeénica. (9)

1.2.4. Diestro.

Representa generalmente la fase mas larga del ciclo y corresponde a un periodo de
inactividad sexual. Esta fase va desde la madurez del cuerpo lateo hasta su

desaparicion, denominada normalmente regresion. (10)

Las hembras monoéstricas, biéstricas, poliéstricas estacionales, tras el diestro del
ultimo ciclo, entran en un anestro estacional, siendo esté el periodo de tiempo que

el ovario permanece en reposo entre dos estaciones reproductivas. En las hembras



poliéstricas continuas, tras el diestro vendra el Proestro comenzando asi un nuevo
ciclo. (10)

1.2.5. Dinamica Folicular.

El proceso de crecimiento continuo y la regresion de foliculos antrales, que
culmina con el desarrollo de foliculos preovulatorio, se conoce con el nombre de
dinamica folicular. Se destacan tres procesos importantes que son, reclutamiento,

seleccion y dominancia. (11)

1.2.5.1. Reclutamiento

El reclutamiento es un proceso por el que, bajo la responsabilidad de la FSH, un
conjunto de foliculos antrales tempranos (2-3 mm de diametro) comienzan a
crecer en un medio con suficiente soporte gonadotréfico que les permita progresar

a la ovulacion. (r)

1.25.2. Seleccién

Es el proceso por el cual un foliculo evita la atresia con la posibilidad de llegar a

la ovulacion. (7)

1.2.5.3. Dominancia

La fase de dominancia se sucede cuando el foliculo ovarico alcanza un diametro
aproximado de 10 mm, lo cual es sefial que ese foliculo escap6 a la atresia y
secreta productos (Inh y E2) capaces de inhibir el reclutamiento de una nueva
onda folicular y el crecimiento de los foliculos de su cohorte. Cuando el foliculo
dominante encuentra el ambiente hormonal adecuado (bajos niveles de P4), es



capaz de ovular y como consecuencia se formard el cuerpo liteo. En caso
contrario, cuando el foliculo dominante llega a la fase de dominancia durante la
fase luteal, en la cual existen altos niveles de P4, cuando los niveles de LH no son
suficientes para promover su crecimiento final y ovulacién, este foliculo
dominante pierde su dominancia y permite el reclutamiento y la emergencia de

una nueva cohorte de foliculos, del cual saldra el proximo foliculo dominante. (s)

1.3. OVOGENESIS

La ovogénesis se define como la formacion, el desarrollo y la maduracion del
gameto femenino, este proceso empieza en la vida embrionaria cuando las células
germinales primordiales migran a la gonada embrionaria y se convierten en
ovogonias y continda hasta el momento de la ovulacién. La ovulacion es el
proceso por medio del cual el ovocito sale del ovario en un momento apropiado
para su fertilizacion y desarrollo embrionario, este proceso esta relacionado con el
crecimiento folicular que ocurre bajo el control de las hormonas gonadotropicas
de la glandula hipdfisis. El proceso de ovulacion también depende del
funcionamiento correcto de las glandulas endocrinas que permiten un crecimiento
folicular completo; este crecimiento a su vez permite que el ovocito reanude la
meiosis y madure, para dar como resultado a los ovocitos secundarios que tienen

solo la mitad de los cromosomas. (a).

La ovogénesis comienza en el embridon femenino con la diferenciacion de las
células germinales primordiales en ovogonias, que son células madre especifica
del ovario. Una ovogonia se multiplica por mitosis y comienza la meiosis, pero el
proceso se detiene en la profase I. Las células en este estadio, se denominan
ovocitos primarios, permanecen en estado de latencia dentro de los foliculos
pequefios (cavidades cubiertas por células protectoras) hasta la pubertad, la

hormona foliculo estimulante FSH estimula a un foliculo periédicamente para que
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crezca e induzca a su ovocito primerio a completar la meiosis | y comenzar la

meiosis Il. (3)

Luego la meiosis se vuelve a detener en estadio de metafase Il, ovocito
secundario, 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. No se conoce si este mecanismo representa una

eliminacién de ovocitos defectuosos que afectarian la eficiencia reproductiva. (7)

1.4. FOLICULOGENESIS

El desarrollo folicular inicia desde la vida fetal, y dos semanas después del
nacimiento pueden encontrarse foliculos en todas las fases de desarrollo excepto
preovulatorios. Los primeros signos morfolégicos de crecimiento son la
proliferacion de células de la granulosa, las cuales cambian de una forma plana a

una cubica, asi como el crecimiento del ovocito. (j)

El inicio del crecimiento es independiente del estimulo gonadotrofico y esta
regulado por factores producidos localmente tanto dentro del ovario como dentro
del foliculo mismo. Entre estos se encuentran; factores de crecimiento,
diferenciacion y la proteina morfogénica de hueso, producidos Gnicamente por el

ovocito y cuya carencia detiene el crecimiento del foliculo en estadio primario.

()

1.4.1. Foliculos primordiales.

Estan formados por el ovocito rodeado de una capa de células foliculares planas
(células pregranulosas) y por mecanismos intraovaricos, no dependen de las

gonadotrofinas, comienza a crecer y entren en el pool de foliculos en crecimiento.
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Los signos més precoces que indican que ha comenzado en crecimiento en este
tipo de foliculos son: (7)

e Un incremento en el tamafio del ovocito.

e Un cambio en las células granulosas, pasan de planas a cubicas.

e Comienza a formar la zona pelUcida.

1.4.2. Foliculos primarios.

Estan formados por ovocitos localizados en el centro poseen una sola capa de
celulas de la granulosa. Se diferencian a partir de células germinales primordiales
(oogonios) y permanecen en una profase meidtica suspendida hasta que reanudan
su maduracion/ ovulacién y atresia. (1)

Se presenta los siguientes cambios:

Crecimiento folicular.

e Proliferacion de las células de la granulosa.

e Formacion de la zona peldcida.

e Diferenciacion de las células de la teca.

1.4.3. Foliculos secundarios.

Llamados también foliculos en crecimiento, son aquellos que rebasan la etapa
inactiva como foliculos primordiales e inician su desarrollo. Estos foliculos
secundarios provienen de la division de las células epiteliales periféricas que

cercaban al foliculo primordial y que posteriormente se rodean de dos 0 mas capas
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de células foliculares. Su nimero es escaso, al comienzo de la hembra pueden

encontrarse hasta 200 en el ovario. (9)

1.4.4. Foliculos terciarios.

Progresivamente entre las células foliculares aparecen espacios, liquidos
confluentes que daran origen al antrum. En este momento el foliculo se denomina
terciario o antral, y contiene un ovocito con un diametro entre 100 y 130 micras.
El desarrollo del antro permite la segregacion de células de la granulosa en
células del cimulo. Estas se diferencian a la zona radiada, estrato que rodea
directamente al ovocito y tienen sutiles prolongaciones. (5)

Las células del camulo y de la corona radiada estan implicadas principalmente en
la comunicacion entre el ovocito y el medio que lo rodea: las uniones estrechas
entre las células foliculares y la corona radiada por una parte y la corona radiada y
el ovocito por la otra garantizan la maduracion coordenada del foliculo y del
ovocito. La acumulacion del liquido en el antro es la principal responsable del
aumento de tamafio del foliculo que se desarrolla hacia el foliculo maduro o de
Graaf, que en la vaca alcanza un didmetro de 18-20 mm. (4)

Existen dos eventos importantes durante la foliculogénesis, el reclutamiento
inicial y el reclutamiento ciclico. El primero se da de una forma continua y
empieza en el preciso momento en que se han formado los foliculos, mucho antes
de la pubertad, y es el responsable de que los foliculos primordiales salgan de su
estado de reposo y comiencen una etapa de crecimiento. Durante el reclutamiento
inicial, factores intraovaricos u otros factores desconocidos, estimulan a un grupo
de foliculos primordiales a iniciar el crecimiento, mientras el resto permanece
senescente durante meses 0 afios. Este proceso podria deberse a la liberacion de

estimulos inhibitorios que hasta ese momento mantenian a los foliculos en reposo

(1).
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El reclutamiento ciclico comienza después de la llegada a la pubertad, como
resultado de un aumento en los niveles de FSH circulante durante los ciclos
reproductivos. Esto permite que una cohorte de foliculos en fase antral sea
rescatada del proceso de atresia. En este momento, los foliculos han completado
su crecimiento y los ovocitos adquirido la zona pelicida y se encuentran
competentes para reanudar la meiosis. De este modo, s6lo un nimero de foliculos

sobrevivira, mientras que el resto entrara en atresia (8).

Grafico 2. ESQUEMA DE LA OVOGENESIS Y FOLICULOGENESIS
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Fuente: CAMPBELL Reece; biologia. 2002

1.5. RECOLECCION Y TRASNPORTE DE OVARIOS.

Los ovarios se pueden obtener después dela faena o de la castracion de las
hembras por medio de un ovariétomo. La obtencidon después de la faena en la
forma mas comin y econdmica de obtener los ovocitos con fines experimentales y
comerciales. Es la que permitio el desarrollo de la produccion In Vitro de
embriones bovinos y la que dio comienzo a la produccién de embriones a gran

escala. (7)

El transporte de los ovarios puede hacerse en solucion fisiolégica o PBS con
antibidticos a temperatura ambiente. Yang y col (1990) fueron los primeros en
estudiar el tiempo de conservacion de los ovarios a 24-25°C. Los autores
observaron que el transporte de los ovarios durante 11h no disminuia la vialidad

de los ovocitos obtenidos. (8)

1.5.1. De material de matadero:

Los ovarios, colectados de hembras faenadas son transportados en termos que
contienen suero isoténico a 35-37 °C. La aspiracion de los COCs, se realiza
aproximadamente dentro de 4 a 6 horas después de faenados los animales. Todos
los foliculos que no presentan indicios de atresia folicular, entre 2 y 8mm de
diametro, son aspirados. También se puede utilizar una pequefia maquinita de
aspiracion. La recuperacion es moderada y la "calidad" (capacidad de los ovocitos

de completar la meiosis) es "buena”, en comparacion con la técnica de
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desmenuzamiento (con una hoja de afeitar, se corta la superficie del ovario) en la

cual la recuperacion es alta, pero la calidad de los ovocitos es baja (11).

1.6. METODOS DE RECOLECCION DE OVOCITOS.

1.6.1. Recoleccion de ovocitos por puncion.

El método mas simple y comunmente empleado es el de aspiracion de los COCs
que consiste en la succion de los foliculos situados en la superficie del ovario por
medio de una aguja. El didmetro de la aguja utilizada 18-22-g unidas a jeringas
estériles de 3-20 ml es considerado importante a efectos de no dafiar los ovocitos

recogidos. (d).

Grafico 3. Puncion de foliculos.

Fuente: CAMARGO Alexander (2010)
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1.6.2. Recoleccion de ovocitos por corte folicular.

Los ovarios se transportan al laboratorio en solucion salina suplementada con
antibioticos, a temperatura entre 35-37° C. En el laboratorio, se hace remocion del
tejido adyacente, del cuerpo luteo y de sangre con lavados de solucion salina y
alcohol. ElI método de corte consiste en colocar cada uno de los ovarios en cajas
de petri que contienen el medio de cultivo y se corta la superficie y el interior de

los ovarios a lo largo y a través de éste con cuchillas separadas por 2 mm. (r).

Gréfico 4. Corte folicular para obtencion de ovocitos bovinos

Fuente: RAMIREZ Omar (2013)

1.7.  CALIFICACION DE OVOCITOS POR CALIDAD Y MADUREZ
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La clasificacion de los ovocitos para su cultivo In Vitro se basa en el nimero de
capas del cimulo que le rodean, se clasifican en cuatro grupos, dividiendo los

ovocitos con cumulo completo en dos tipos, 1 y Il, segin la compactacion de sus

capas (g).

Tabla 1. CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS BOVINOS

Clasificacion | Crteriog

O Clmulus con capas miliges

(umulos compaclo

La Intalidad el CCO e3 clara y ransparenle
Cilaplasma homageneo

Camulus como 1 algo mas 0scuro y menos transparente,

2 Qoplasma con granulacion mds gruesa y mas oscura que en 1 en 3
nerifena

Curnulus menos compacta, fas oseuro quaen 102,

Con manchas scuras

4 Clmulus expandido

Cumulus con capas multiples, compacto paro traslucido.

Ooplasma con granulacion fina, densa y uniforme

Cumulus ligeramente expandido, con menor nimero de capas que
Regular  pueden cubnr la mitad de la zona pelucida, granulaciones ligeramente
| MAs (ruesas

Comulus parcialmante expandido y disperso

Red de uniones son presancia de células del cdmulus

Owvocilos pequenios o grandes, Qvocilos desnudos

Clmulus muy oscura (maron oscuro, negro)

Qoplasma de color muy claro o nagro

Coplasma bugno con areas muy claras o muy oscuras |

Buana

Mala




Fuente: PALMA Gustavo (2001)

Grafico 5: Esquema de Clasificacion de los COCs.

e,

Fuente: FILIPIAK Yael y LAROCCA Clara, (2010).

1.8. MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS

Durante el proceso de maduracién tanto in vivo como in vitro de los ovocitos
ocurren una serie de cambios, que permiten la reanudacion de la meiosis. Estos
eventos deben ocurrir antes de la fertilizacion y se caracterizan por la expansion
de las células del cumulus, la eliminacion del primer corpusculo polar y la
formacion de la metafase Il. Durante el proceso de maduracién, la cromatina

19



contenida en el nacleo del ovocito inmaduro o vesicula germinativa esta dispersa,

y usualmente se encuentra acompafiada de un nucléolo. (d)

E1 colapso de la vesicula germinal involucra la condensacion de la cromatina en
pares, con pérdida de nucléolos y membrana nuclear, ocurriendo la diacinésis 16
h después de haber iniciado el cultivo de ovocitos porcinos, de 5 a 6 h en bovinos
y de 3 h en conejas, la metafase | en ovocitos de cerdo entre 20y 24 hy 12 h en
bovinos después de haber iniciado el cultivo in vitro, completandose la
maduracion nuclear cuando se alcanza la metafase Il y la expulsion del primer
cuerpo polar se lleva a cabo. En general, el 80% de los ovocitos alcanzan la

maduracion 24 h después de iniciar el cultivo in vitro. (e)

La maduracion citoplasmatica incluye una sucesion de transformaciones de los
organulos del ovocito, fundamentalmente de mitocondrias, granulos corticales y
reticulo endoplasmico liso y rugoso, todas ellas necesarias, para el progreso de la

maduracion y el bloqueo de la poliespermia. (11)

También sefialan que se producen proteinas de nueva sintesis, como el factor del
crecimiento  del prondcleo masculino (MPGF) y el factor promotor de la
maduracion. Ademas de estos fendmenos, se produce también la mucificacion y
expansion del cimulo que rodea al ovocito y una  pérdida del namero de las
uniones intercelulares, entre las células granulosas y entre éstas y el ovocito, lo

que origina una interrupcion en el transporte idnico entre cimulo y ovocito. (g)

1.9. TECNICAS DE CRIOPRESERVACION.

Existen dos grandes estrategias de criopreservacion procedimientos de

congelacién lenta o de equilibrio y de congelacién ultrarrapida o de no equilibrio:
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1.9.1. CONGELACION LENTA

En los procedimientos de congelacion lenta, el enfriamiento se realiza a una
velocidad suficientemente lenta que permita a las ceélulas responder
osmoticamente a través de la deshidratacion. En otras palabras, debe mantenerse
el equilibrio tras el intercambio a través de la membrana, pasando por la maxima
deshidratacion celular viable. En estos protocolos se reduce la temperatura de
manera gradual pasando por un intervalo critico en el que se aplican velocidades
extremadamente lentas (-0,3 °C/min) hasta alrededor de -50°C. a partir de este
punto se incrementa un poco la velocidad de enfriamiento, hasta alcanzar los -150
°C, y se sumergen las muestras directamente en NL. Se requiere congeladores

programables. (2)

Estos procedimientos presentan el inconveniente de que los ovocitos deben pasar
por el intervalo de temperatura en el cual es mas probable que ocurra la formacion
de hielo. Por otra parte, los crioprotectores se utilizan en concentraciones
relativamente bajas, con lo que los posibles efectos toxicos en teoria serian

menores. (11)

1.9.2. VITRIFICACION DE OVOCITOS

La vitrificacion se define como la transicion de las soluciones acuosas de un
estado liquido a un estado vitreo sélido sin la formacion de cristales, es decir,
que debido al rapido descenso de temperatura, la viscosidad de la muestra

aumenta hasta un punto en que las moléculas se inmovilizan. (12).

De esta forma, se encuentran en un estado sélido aunqgue su estructura molecular
sea la de wun liquido extremadamente viscoso (estado vitreo). Este aumento
extremo de la viscosidad requiere velocidades de enfriamiento muy rapidas

(superiores a 2500 °C/min) o elevadas concentraciones de crioprotectores. (f).

21



La vitrificacion presenta numerosas ventajas como la total eliminacion de la
formacion de hielo o la disminucién del dafio causado por el enfriamiento,
puesto que atraviesa el rango de temperatura de +15 a -5 °C a velocidades de
enfriamiento muy rapidas. Otra gran ventaja de esta técnica es que no requiere de
equipos de congelacion caros o sofisticados y puede ser realizada de manera muy

sencilla. (a).

1.9.3. METODO DE VITRIFICACION

La vitrificacion consiste en exponer la célula a altas concentraciones del
crioprotector por breves periodos, a temperatura ambiente, seguido de un
enfriamiento rapido en nitrogeno liquido. La elevada osmolaridad de la solucion
de vitrificacion deshidratada la célula; y la inmersion en nitrogeno solidifica el
interior de la célula; de esta manera;, se previene la formacion de hielo
intracelular, y se evita el dafio que este puede causar en la criopreservacion

convencional. (8)

1.9.3.1.  Vitrificacion de 6vulos y pre-embriones

El uso de embriones congelados a bajas temperaturas (-196 oC en nitrogeno
liquido), permite incorporar progreso genético a bajo costo, comparando los
valores del embrion y el de su transporte frente a los animales en pie, transferir
algunos embriones y conservar el resto hasta poder analizar los registros de
produccion de la descendencia, controlar enfermedades exdticas, reemplazando la
importacion de animales en pie por la de embriones congelados libres de ellas,

crear bancos de embriones de valor pecuario, entre otras.(12)

En la actualidad, la crioconservacion de embriones de mamiferos ha llegado a ser

un procedimiento rutinario en la biologia de la reproduccion, en los sistemas de
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produccion animal y en la medicina reproductiva, pudiendo lograrse por

procedimientos de congelacion estandar y por vitrificacion (c).

Materiales
e Agua inyectable.
e Gentamicina.
e Micropipeta de 10 a 100ul.
e Pipetas Pasteur.
e Guantes de latex.
e Medio HTF
e Incubadora.
e Caja de petri de doble camara.
e Estereoscopio
e Reactivos de Vitrificacion WS1, WS2, ES, VS, TSy DS.
e Crio-tops. (a)
Metodologia

1. Preparar agua inyectable con gentamicina al 10%

2. ldentificar 6vulos y colocarlos en caja petri en medio de cultivo HTF con la

solucion preparada en el paso anterior.

3. Incubar a 37 oC por siete dias, diariamente se deben cambiar los medios de
cultivo.

4. Poner WS2 por tres minutos. Con una pipeta lavada con agua con gentamicina
al 10%, tomar el 6vulo o embrién flotando en el WS2 y los reactivos VS,
WS2, ES, TS, DS y WSI, deben de colocarse por separado cada uno en cajas
de petri pequefias para someter los 6vulos y embriones en cada uno de estos

reactivos.

5. Colocar los 6vulos o embriones en el reactivo ES de 5 a 10 minutos.
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6. Enseguida al reactivo VS por un minuto.

7. Posteriormente en TS por un minuto.

8. Y por ultimo en DS por tres minutos.

9. Despues se procede a colocar el 6vulo o el embrion con ayuda de una

micropipeta en el capilar del crio-top.

10. Almacenar a -80 oC. (12)

1.10. DESVITRIFICACION DE OVOCITOS

Las temperaturas extremadamente bajas (-196 °C en nitrégeno liquido) a las que
se someten los 6vulos y los embriones detienen casi por completo la actividad
enzimatica intercelular, respiracion celular, metabolismo, crecimiento,

multiplicacion, etc. (7)

De esta manera es posible almacenar embriones durante un largo periodo en buen

estado a la hora de desvitrificar sin causarle dafio alguno a los évulos o embriones.

(©
1.10.1. Desvitrificacion de 6vulos y pre-embriones

Los registros de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones revelan
que mas del 50% de 500 000 embriones de bovino transferidos en los Gltimos

afios han sido usados después de ser congelados y descongelados ().

Las temperaturas extremadamente bajas (-196 oC en nitrogeno liquido) a las que
se someten los dvulos y los embriones detienen casi por completo la actividad
enzimatica intercelular, respiracion celular, metabolismo, crecimiento,

multiplicacion, etc. De esta manera es posible almacenar embriones durante un
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largo periodo en buen estado a la hora de desvitrificar sin causarle dafio alguno a

los Gvulos o0 embriones (c).

Materiales

Metodologia

Agua inyectable.
Gentamicina.

Micropipeta de 10 a 100ul.
Pipetas Pasteur.

Guantes de latex.

Medio HTF

Incubadora.

Caja de petri de doble camara.
Estereoscopio

Reactivos de desvitrificacion TS, DS, WS1y WS2.
Crio-tops. (a)

1. Someter el crio-top a 37 °C.

2. Sumergir el capilar del crio-top donde se encuentra el 6vulo o embrién

congelado en el reactivo TS por un minuto.

3. Con una Micropipeta lavada con el agua con gentamicina al 10%, tomar el

ovulo o embridn sumergido en el reactivo TS y colocarlo dentro de otra caja petri

con el reactivo DS por 3 minutos.

4. Luego en someterlo al reactivo WS1 por 5 minutos.

5. Finalmente en WS2 por 5 minutos.
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6. Después de este tratamiento los Ovulos o embriones estan listos para su

fertilizacion o para realizar transferencia de embriones. (a)

CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS,

En este capitulo se detalla la metodologia y materiales que se utiliz6 para realizar
la presente investigacion, también se describe las caracteristicas y ubicacion del

lugar donde se realiz6 la investigacion.

2.1. CARACTERISTICAS DEL LUGAR.

2.1.1. SITUACION POLITICA

e Provincia: Cotopaxi.
e Canton: Latacunga.

e Parroquia: Eloy Alfaro.
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2.1.2.

Fuente: Registros administracion CEYPSA 2012

Barrio: Salache Bajo.

SITUACION GEOGRAFICA.

Latitud: 00° 5947.68’S
Longitud: 78° 319.16”W.
Altitud: 2757.591 m.s.n.m.

. DATOS METEOROLOGICOS.

Temperatura promedio: 10.7°C
Pluviosidad: 175 mm(anuales)
Horas luz/ dia: 12 horas.
Viento: Sureste- Noreste.
Nubosidad anual: 4.7/8.

2.2.MATERIALES.

2.2.1.

2.2.2.

MATERIALES DE OFICINA

Papel Bond.
CDS.
Libreta.
Copias.
Anillados.
Empastados.

Impresiones.

RECURSOS TECNOLOGICOS
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e Camara fotografica.
e Flash Memory.

e Internet.

2.2.3. MATERIALES DE LABOBARORIO

e (Guantes.

e Mandil.

e Estereoscopio.

e Sustancia de holding.

e Tubos de ensayo.

e Medios de vitrificacion.
e Medios de desvitrificacion.
e Agua inyectable.

e Centrifuga.

e Micropipeta.

e Cajas de petri.

e Nitrdgeno liquido.

e Jeringuillas.

e Tijera.

2.2.4. MATERIALES DE CAMPO

e Overol.
e Termo.
e Botas.

e Guantes.

e Gorra.

2.2.5. MATERIAL BIOLOGICO.



e Ovarios de vacas del matadero.

2.3.TIPO DE INVESTIGACION

2.3.1. INVESTIGACION NO EXPERIMENTAL.

En la investigacion no experimental las variables independientes ya han ocurrido,
en este caso los ovocitos bovinos y no pueden ser manipuladas, el investigador no
tiene control directo sobre dichas variables, no puede influir sobre ellas porque ya
sucedieron, al igual que sus efectos.

2.3.2. INVESTIGACION DESCRIPTIVA.

El objetivo de la investigacién descriptiva consiste en llegar a conocer las
situaciones, costumbres y actitudes predominantes a través de la descripcion
exacta de las actividades, objetos, procesos y personas. Su meta no se limita a la
recoleccion de datos, sino a la prediccion e identificacion de las relaciones que
existen entre dos 0 mas variables. Los investigadores recogen los datos sobre la
base de una hipétesis o teoria, exponen y resumen la informacién de manera
cuidadosa y luego analizan minuciosamente los resultados, a fin de extraer

generalizaciones significativas que contribuyan al conocimiento.

2.4. METODOS

2.4.1. Método Deductivo
La deduccion va de lo general a lo particular.

El método deductivo es aquél que parte los datos generales aceptados como
valederos, para deducir por medio del razonamiento légico, varias suposiciones,
es decir; parte de verdades previamente establecidas como principios generales,

para luego aplicarlo a casos individuales y comprobar asi su validez. Con este
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método pudimos comparar entre los resultados y las hipétesis planteadas en la

investigacion.

2.4.2. Método Cientifico.

El método cientifico es un proceso destinado a explicar fendmenos, establecer
relaciones entre los hechos y enunciar leyes que expliquen los fendmenos fisicos
del mundo y permitan obtener, con estos conocimientos, aplicaciones utiles al
hombre. Los cientificos emplean el método cientifico como una forma planificada
de trabajar. Empleamos este método para exponer el proceso utilizado para

obtener los mejores resultados en nuestra investigacion.

2.5.UNIDAD DE ESTUDIO

La presente investigacion se realiz6 con 50 Ovaocitos calificados.

2.6.VARIABLES EVALUADAS

2.6.1. CALIDAD DE LOS OVOCITOS

La calidad de los ovocitos se evalud segln las siguientes categorias:

Categoria 1. Calidad Buena, los ovocitos se encuentran completamente

rodeados por tres capas de células del cimulus y citoplasma homogéneo

Categoria 2. Calidad Regular, los ovocitos estan rodeados parcialmente por

celulas del cimulus o con citoplasma irregular.

Categoria 3. Calidad Mala, los ovocitos se encuentran totalmente desnudos.

Categoria 4. Ovocito degenerado, los ovocitos se encentran rodeados solo de

fibrina.
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2.6.2. MADUREZ DE LOS OVOCITOS.

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

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

Categoria 2. Ovaocitos con citoplasma granulado homogéneo y rodeado en forma

parcial por células del caimulo.

Categoria 3. Ovocitos con citoplasma granulado homogéneo y desprovisto de

células del ciimulo.

Categoria 4. Ovocitos con citoplasma polarizado y rodeado en su totalidad por

células del cimulo. (q)

2.7.MANEJO DEL ENSAYO.

2.7.1. Recoleccion de ovarios en matadero.

La recoleccidon de ovarios se realizé de vacas sacrificadas en matadero del canton

Saquisili provincia de Cotopaxi.

Se obtuvieron inmediatamente después de la muerte del animal, verificando que

no presente ninguna anomalia del mismo.

Se ubico en suero fisioldgico a todos los ovarios recolectados para transportarlos
al laboratorio de la reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

2.7.2. Seleccion del foliculo.
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Se selecciond los foliculos claros y de menor tamafio ya que los ovocitos
provenientes de estos foliculos son de mejor calidad.

2.7.3. Obtencidon de los ovocitos.

En la presente investigacion se realizo, por el método de puncién folicular ya que

es el método mas utilizado en la obtencién de ovocitos de vacas de descarte.

Se coloco el liquido folicular en un tubo de ensayo para posteriormente
centrifugar y con una pipeta absorber el sedimento donde se encuentran los

ovocitos y pasar a una caja petri todo el sedimento obtenido con la pipeta.

Se observo en el estereoscopio, y se prepar6 otra caja petri con sustancia holling
para colocar los ovocitos obtenidos para realizar el lavado de los mismos, para
posterior realizar la seleccion de los ovocitos segun su calidad, y continuar con el

proceso de vitrificacion.

2.7.4. Seleccion de los ovocitos.

La seleccion se efectlo siguiendo dos criterios:

1. Aspecto citoplasmatico del ovocito, debe poseer un citoplasma granulado
fino y uniforme, sin mostrar espacio perivitelino ni vacuolizaciones.

2. Aspecto y morfologia del caimulo celular que le rodea, del que afirman que
no debe encontrarse expandido ni disperso sino compacto y sin

aglutinaciones.

2.7.5. Vitrificacion de los ovocitos.

Antes de realzar la vitrificacion se debe alargar las pajilla en las que se va
almacenar los ovocitos vitrificados, para lo cual se utilizé una plancha, y luego se

efectud un corte sagital a las mismas por la mitad
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Teniendo listo las pajillas alargadas, se realizé la vitrificacion ubicando los
ovocitos en los medios de vitrificacion pasando de la menor dilucion a la mayor

dilucion en relacién a las concentraciones de los crioprotectores comerciales.

Se colocd en una caja petri dos gotas, una gota de cada solucién en las cuales se

ubicara los ovocitos calificados de la siguiente manera:

1. 3 minutos en la solucién 0,5 mmol. (Roja)

2. 1 minuto en la solucién 1.4 mmol. (Amarilla)

Luego se procedio a cargar a los ovocitos previamente calificados y vitrificados

en las pajillas para posterior ubicarlas en un termo con nitrégeno liquido.

2.7.6. Desvitrificacion de ovocitos.

Se realiz6 pasando los ovocitos de la diluciébn mayor de crioprotectores a la

menor en relacion a las concentraciones de los crioprotectores comerciales.

Se procedi6 de la siguiente manera:

1. 0,5 minutos en la solucién 2.4 mmol.

2. 1 minuto en la solucién 1.4 mmol.

Una vez desvitrificados se valord si los ovocitos conservan la misma calidad y

madurez que tenian antes de realizar la vitrificacion.
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CAPITULO 11

3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

En este capitulo se detallan los resultados obtenidos al culminar el experimento.

3.1. Cantidad de ovocitos obtenidos por cada ovario.

TABLA N° 2 Cantidad de ovocitos obtenidos por cada ovario
OVARIOS OVOCITOS

16
12
14
11
8

10
12

~N| o o1 b~ W N B
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9 13
10 9
TOTAL 114

FUENTE: Directa.
ELABORADO: LLIGUISUPA Victor.

Los 10 ovarios se recolectaron en el camal de Saquisili, de los cuales se
obtuvieron un total de 114 ovocitos, posteriormente se procedié a clasificarlos
segun su calidad y madurez seleccionando o los ovocitos que presenten calidad y

madurez de categoria | para proceder con la técnica de la vitrificacion.

3.2.  Clasificacion de los ovocitos segun su categoria.

TABLA N° 3. Clasificacidn de los ovocitos segun su categoria

Categorias NuUmero Porcentaje %
| 50 44%
1 37 32%
1 27 24%
TOTAL 114 100%

FUENTE: Directa.

ELABORADO: LLIGUISUPA Victor.

GRAFICO N° 6 Categorias de los ovocitos.




m CATEGORIA |
m CATEGORIA I
m CATEGORIA 11l

FUENTE: Directa.
ELABORADO: LLIGUISUPA Victor.

Como se observa en la tabla nimero 3 y grafico nimero 6, se obtuvieron 114
ovocitos los cuales 50 son de categoria | (Buenos)representando el 44%, estos
presentan cumulus compacto y el citoplasma homogéneo. Estos ovocitos de
categoria | son aptos para realizar la técnica de la vitrificacion.

También se observa que existen 37 ovocitos de categoria Il (Regulares)
representando el 32% y 27 de ovocitos de categoria Il (Malos) representando el

24% los cuales fueron descartados.

Los resultados de esta investigacion se diferencia de los datos obtenidos de la
investigacion por Garddén Juan Carlos que recolecto 3180 ovarios obteniendo
18524 ovocitos de los cuales 5305 fueron clasificados como aptos y 13219 como
no aptos, obteniendo un porcentaje de 28,63% de ovocitos aptos y un 71,36% de

ovocitos no aptos.

3.3.  Resultados de la vitrificacion de los ovocitos de categoria |

segun su calidad.

TABLA N° 4 Resultados de la vitrificacion de los ovocitos de categoria |

segun su calidad.
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CALIDAD CALIDAD
OVARIOS OVOCITOS | ANTESDE LA | DESPUES DE LA
VITRIFICACION | VITRIFICACION
1 8 1 1
2 5 1 1
3 7 1 1
4 6 1 1
5 4 1 1
6 5 1 1
7 3 1 1
8 4 1 1
9 5 1 1
10 3 1 1
TOTAL 50

FUENTE: Directa.
ELABORADO: LLIGUISUPA Victor.
Como se observa en la tabla nimero 4, los 50 ovocitos de categoria | después de
haber sido vitrificados y posteriormente desvitrificados no presentaron ninguna
alteracion ya que presentan un cumulus con capas multiples y compacto, su
citoplasma homogeéneo, todos conservaron la misma calidad perteneciendo a la

categoria .
Los resultados obtenidos en esta investigacion presenta una pequefia diferencia la

obtenida por Landinez, J; Baez, F; Pirela, A; Villamediana, P. ya que obtuvieron
unatasa de 91, 42 y 88,63% en los tratamientos de vitrificacion (OPS y MG).

3.4. Resultados de la vitrificacion de los ovocitos de categoria |

segun su madurez.

TABLA N° 5 Resultados de la vitrificacion de los ovocitos de categoria |

segun su madurez.
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MADUREZ MADUREZ
OVARIOS OVOCITOS | ANTESDE LA | DESPUES DE LA
VITRIFICACION | VITRIFICACION
1 8 1 1
2 5 1 1
3 7 1 1
4 6 1 1
5 4 1 1
6 5 1 1
7 3 1 1
8 4 1 1
9 5 1 1
10 3 1 1
TOTAL 50

FUENTE: Directa.
ELABORADO: LLIGUISUPA Victor.
Como se observa en la tabla numeré 5, los 50 ovocitos de categoria | después de
haber sido vitrificados y posteriormente desvitrificados no presentaron ninguna
alteracion ya que conservan el mismo citoplasma granulado homogéneo y
rodeado en su totalidad por una masa compacta de células del cimulo teniendo la

misma madurez perteneciendo a la categoria I.
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4. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en la presenta investigacion en Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion de la Carrera de Medicina Veterinaria de la

Universidad Técnica de Cotopaxi, permiten llegar a las siguientes conclusiones.
Los criterios tomados en cuenta para la seleccion de los ovarios, foliculos y

ovocitos son de suma importancia para lograr excelentes resultados en la

vitrificacion de ovocitos.

Al realizar la técnica de la vitrificacion se logré conservar el 100% de los

ovocitos sometidos a esta técnica, por lo que nos sirve de gran ayuda para la
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conservacion de células sexuales femeninas de alto valor genético que podemos

utilizarlas para mejoramiento de nuestras ganaderias.

Los ovocitos no presentaron ninguna alteracion en cuanto a su calidad y madurez
después de haber sido expuestas a los medios de vitrificacion y posteriormente
desvitrificados por lo tanto la técnica de la vitrificacion es una alternativa que nos
permite conservar ovocitos de vacas de muy buena genética que deben ser

descartadas de un hato por su edad o por presentar alguna patologia.

5. RECOMENDACIONES.

Se debe continuar realizando investigaciones, en el Laboratorio de Biotecnologia
de la Reproduccion de la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad
Técnica de Cotopaxi, en reproduccién animal ya que con la reproduccién
podemos seguir avanzando en cuanto a mejoramiento genético y calidad de
produccion de las distintas especies animales destinadas a la produccion en

nuestro pais.

Tomar como una alternativa la vitrificacion para la conservacion de ovocitos para
crear un banco genético con celulas sexuales femeninas para fecundacion in vitro
y proporcionar a los pequefios y grandes productores animales de alto valor

genético en menor tiempo.
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Fomentar la técnica de la vitrificacion para que exista conocimiento en nuestro
pais de que si se puede realizar la vitrificacion para obtener avances en
reproduccion que es uno de los principales problemas en una explotacion

ganadera.

Por otra parte para realizar la vitrificacion se debe estar capacitado de como
realizar la desvitrificacion para poder realizar  fecundacion in vitro incluso

utilizar estos ovocitos para transferencia de embriones.
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Recoleccion de ovarios en el camal de Saquisili
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Extraccion de ovocitos

Tubo de centrifuga con liquido folicular, listo para centrifugarlo
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Liquido folicular para la seleccion de ovocitos en el estereoscopio.

Clasificacion de ovocitos
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Vitrificacion de ovocitos

Colocacion de la pajilla en nitrégeno liquido
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Desvitrificacién de ovocitos.
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Evaluacion de la calidad después dela desvitrificacion de ovocitos.
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