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RESUMEN

El estudio tuvo comparar dos frecuencias de aspiracion folicular in vivo (OPU) en novillas
Fleckvieh bajo condiciones tropicales, tomando como variables de respuesta las tasas de
maduracion, clivaje y produccion de blastocistos in vitro. Para ello se emplearon 16 novillas,
ocho fueron aspiradas a intervalos de una vez a la semana (T1); y ocho a intervalos de dos
veces a la semana (T2); dos sesiones de aspiracion por animal, 16 sesiones por tratamiento. Se
realiz6 un analisis de comparacién de proporciones (Chi cuadrado) para analizar las variables
y se utiliz6 la décima t de student para P<0.05, considerando como efecto, la frecuencia de
aspiracion. Los resultados indicaron que el T2 ostentd una tasa de produccion de blastocistos
(58,82%), significativamente mayor (P<0,05) que el T1 (41,17%). Se concluye que la
frecuencia de aspiracion dos veces a la semana aplicada en novillas Fleckvieh bajo
condiciones de clima tropical, permite obtener mayores tasas de produccién de blastocistos y
por tanto, mejores resultados en un programa continuo de Produccién In vitro de Embriones
(PIVE).

PALABRAS CLAVES: OPU, transvaginal, in vivo, ecografia, ovocito, cimulus,
fertilizacion in vitro, maduracion in vitro, clivaje, blastocisto.
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IN VITRO EMBRYO PRODUCTION IN FLECKVIEH HEIFERS UNDER TROPICAL
CLIMATE

52 |

ABSTRACT

Objective: Comparison of two frequencies of follicular aspiration in vivo (OPU) in Fleckvieh
heifers under tropical conditions, taking as variable responses rates of maturation, cleavage
and production of blastocysts in vitro. Material and Methods: Sixteen heifers were used,
eight aspirated at once a week intervals (T1); and eight at twice-weekly intervals (T2); two
sessions of aspiration per animal, 16 sessions per treatment. An analysis of proportions
comparison (Chi square) was carried out in order to analyze the variables and the student's t
test was used at significance level P <0.05, considering as main effect the frequency of
aspiration. Results: T2 showed a blastocyst production rate (58.82%), significantly higher (P
<0.05), than T1 (41.17%). Conclusions: The frequency of aspiration twice a week applied in
Fleckvieh heifers under conditions of tropical climate, allows to obtain higher rates of
blastocysts production and therefore, better results in a continuous program of In Vitro
Embryo Production (PIVE).

KEYWORDS: OPU, transvaginal, in vivo, ultrasound, oocyte, cumulus, in vitro fertilization,

in vitro maturation, cleavage, blastocyst.
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INTRODUCCION

La técnica de Produccion In vitro de Embriones (PIVE) representa un importante avance
tecnoldgico en la reproduccion de las especies domésticas y también una interesante alternativa
comercial a tener en cuenta al momento de considerar la reproduccion intensiva de hembras de
alto valor genético, por ello, su empleo ha incrementado de manera vertiginosa en los Gltimos afos,

particularmente en la especie bovina.

Segun el informe anual de la International Embryo Technology Society (IETS), durante el afio
2018 se reportaron a nivel mundial un total de 740.002 transferencias de embriones producidos in
vitro (Viana, 2019), en contraste con los resultados del afio 2000, en donde se reportaron 41.691
transferencias (Perry, 2013). Esto representa una cantidad 17,75 veces superior de embriones

transferidos, demostrando una creciente demanda de esta biotecnologia.

Es importante sefialar que este incremento en la PIVE ha sido impulsado principalmente por el
subcontinente suramericano (Perry 2018), empleando mayormente animales Bos indicus; debido
a sus mejores resultados en cuanto al aporte de ovocitos viables para PIVE (Carvalho et al., 2008
y Gimenes et al., 2015), ya que la dindmica folicular ovarica puede variar en funcion del genotipo
animal empleando y de las condiciones ambientales (Ginther, 2015). En todo caso, se ha
evidenciado la necesidad de realizar investigaciones que permitan mejorar los resultados de la

PIVE en animales Bos Taurus.

Una de las razas Bos taurus de mayor importancia para los sistemas ganaderos doble propdsito en
el tropico es la raza Fleckvieh. Recientemente se ha demostrado que hembras de esta raza,
adaptadas a condiciones de clima tropical, permiten colectar un mayor nimero de Complejos
Cumulus Ovocitos (CCOs) morfologicamente viables para PIVE, cuando se emplea una frecuencia

de aspiracion folicular dos veces a la semana en lugar de una vez a la semana (Solis et al., 2019a).

Aunque se ha demostrado que existe una correlacion positiva entre el nimero de foliculos
disponibles para la aspiracion folicular, el namero de CCOs disponibles la para PIVE (Sartori y
Barros, 2011) y la calidad morfolégica de los mismos (de Loos et al., 1989), sobre el éxito de la
53|
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PIVE, resulta indispensable corroborar estos resultados en el laboratorio; pues la competencia del
ovocito es un proceso multifactorial dificil de evaluar utilizando solo parametros morfoldgicos
(Blondin et al., 2012).

Por lo antes mencionado, el presente trabajo investigativo tiene como objetivo evaluar el efecto de
la frecuencia de aspiracion folicular, sobre las tasas de maduracion, clivaje y estadio de blastocistos

en la produccion in vitro de embriones en novillas de la raza Fleckvieh bajo condiciones tropicales.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion regional y condiciones geoclimaticas. Este estudio se realizd en el Centro de
Investigacion en Biotecnologia Agropecuaria, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad de Panamé, Republica de Panamé. Ubicado en el corregimiento de Chiriqui, Provincia
de Chiriqui. Localizado a los 8°23°15,12"” de latitud norte y 82°19°47.48” de longitud oeste, con
una elevacion de 26 msnm. Dicho centro se encuentra ubicado dentro de una zona climatica
tropical de sabana, con una temperatura minima de 22,1 °C y méxima de 32,0 °C, una precipitacion
pluvial anual con promedio de 2856,9 mm anuales y una humedad relativa de 80%.

Animales empleados y definicion de los tratamientos. En este experimento fueron
evaluados dos tratamientos tomando en consideracion la frecuencia de aspiracion con que fueron
colectados los ovocitos. Se emplearon 16 novillas de la raza Fleckvieh Simmental, con edades
entre 18 y 20 meses, ciclicas, sin presencia de patologias en el aparato genital y pesos entre los
400 a 450 Kg, divididas en dos grupos de ocho. El primer grupo fue aspirado con una frecuencia
de una vez por semana (tratamiento uno, T1), en tanto que el segundo (tratamiento dos, T2), con

frecuencia de dos veces por semana (84 horas de intervalo entre aspiraciones).

En ambos grupos, la primera aspiracion fue considerada como un método de sincronizacion de la
onda folicular por lo que sus datos no fueron tomados en cuenta para el estudio. Las aspiraciones
fueron realizadas durante dos semanas consecutivas en el T1 y durante una semana en el T2, lo
que permitio igualar el numero de observaciones en cada tratamiento (n=16 por tratamiento). Los
procedimientos de aspiracion folicular fueron los descritos por Solis et al. (2019a).
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Meétodos de laboratorio. Para la produccion in vitro de embriones, se emple6 una incubadora
de CO2 marca SANYO®, modelo MCO-5AC que permitio mantener un ambiente a temperatura
estable de 38,5 °C y 5,5% de CO> en aire con atmosfera saturada de humedad. Una camara de flujo
laminar horizontal marca ESCO®, modelo LHC-4A, que mantuvo un ambiente estéril para los

ovocitos y embriones, fuera de la incubadora.

En una placa petri de seleccion (35 mm) se prepararon gotas de 70 uL de medio de maduracion
(TCM 199), cubiertas con aceite mineral y se colocaron a equilibrar en la incubadora de CO> una
hora antes de iniciar la aspiracion. Durante el proceso de busqueda y clasificacion, los ovocitos
fueron mantenidos en medio de colecta de ovocitos (OCM). Se realizd cultivo individual por
animal en microgotas (méximo 20 CCOs por gota de cultivo). La maduracion fue realizada durante
24 horas.

Dos horas antes finalizado el tiempo de maduracion, se colocaron a equilibrar gotas de 70 pL de
medio de fertilizacion, rodeadas con aceite mineral en placas petri de 35 mm y aparte 500 pL de
medio de fertilizacidon en un vial de 2 mL. Al cabo de las 24h de maduracion, los ovocitos fueron

colocados en el medio de fertilizacién ya equilibrado.

El semen fue capacitado empleando el método de gradientes de percoll, donde en un vial de 2 mL,
se dejo caer lentamente 250 pL de percoll al 45% sobre 250 pL de percoll al 90%, hasta crear un
gradiente. EI semen congelado contenido en pajillas francesas de 0,25 mL fue descongelado en un
termo con agua a 35°C por 30 segundos para posteriormente ser depositado con cuidado sobre el

gradiente.

El vial con el percoll y el semen se sometié a una centrifugacion a 3500 rpm/min durante 10
minutos, permitiendo la formacion de un pellet de semen en el fondo. Con ayuda de una
micropipeta Pasteur el pellet de semen fue tomado y colocado en un vial de 2 mL que contenia
600 uL de medio de lavado de semen previamente temperado y resuspendido el semen. Se realiz
una segunda centrifugacion a 2000 rpm durante 5 minutos, que dio lugar a la formacién de otro
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pellet de semen. El sobrenadante fue retirado y se dejo unicamente el pellet en el fondo del vial,

que se pipeteo para resuspenderlo.

Una dosis de 5 pL de semen fue diluida en 45 pL de agua destilada y de esta mezcla se tomé 10
ML y se colocaron en un hematocitometro, para determinar la concentracion del pellet. En funcion
de la concentracion encontrada se adiciono la cantidad adecuada del medio de fertilizacion ya
equilibrado para lograr una concentracion de 1x10° espermatozoides por mL. Los ovocitos con los
espermatozoides fueron colocados en medio de fertilizacion por un periodo de 22h bajo las mismas

condiciones ambientales descritas anteriormente.

Dos horas antes de transcurrido el tiempo de fertilizacion el medio de cultivo para desarrollo
embrionario (SOF), fue puesto a equilibrar en gotas de 70pL cubiertas con aceite mineral, al igual
que 900 pL de OCM en un vial de 2mL. Al cabo de las 22 horas de fertilizacion, los presuntos
cigotos fueron colocados en el medio OCM equilibrado en el vial de 2mL y las células del cimulo
fueron removidas empleando un Vortex, por espacio de 3 minutos. Los presuntos cigotos ya
desnudos se colocaron en las gotas de medio de cultivo, no sin antes haber sido lavados 2 o 3 veces

en gotas de OCM previamente equilibradas.

La tasa de clivaje se observo por vision estereoscdpica 48 horas posteriores a la fertilizacién y en
ese momento se reemplazo el 50% del medio de cultivo por medio nuevo, previamente equilibrado,
repitiéndose este procedimiento nuevamente el dia 6. Durante los 6, 7 y 8 dias después de la
fertilizacidn se realizd observacion de los embriones donde se evaluo las tasas de desarrollo y

produccion de embriones (blastocistos).

Parametros evaluados:
e Expansion de las células de cuimulus (indicador de la maduracion)
e Tasade clivaje

e Tasa de produccion de blastocistos.

56 |

Keviota 7/11@?%[0/1@ Aﬁf?yzemﬂw




?&cuﬁm/ (% Cienciao /42 r%’cuarz,w

Analisis estadistico. Se realiz6 un analisis de comparacion de proporciones (Chi cuadrado) para
comparar los tratamientos en las variables estadios de desarrollo embrionario. Se utiliz6 la décima

t de student para P<0,05, considerando como efecto la frecuencia de aspiracion.

Se realiz6 andlisis de varianza a través de tablas de contingencia, para probar la interaccion
tratamiento por estadios de desarrollo embrionario, la cual fue no significativa, por lo que se tomo

en cuenta el tratamiento y el estadio de forma independiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede apreciar en la Tabla 1, un total de 268 ovocitos de grados 1, 2 y 3 se colocaron en
cultivo de los cuales 148 lograron madurar, un 56,08% pertenecia al T1y un 43,92% pertenecia al
T2. En las hembras aspiradas una vez a la semana (T1) se observo una tasa de maduracion
ovocitaria mas alta (P<0,05), que las hembras aspiradas dos veces por semana (T2).

A nuestro criterio este hallazgo puede ser explicado por la mayor proporcién de ovocitos grado 3
encontrados en el tratamiento dos, pues la valoracion de la maduracion se realizé de forma visual,
determinando la expansién de las células de cimulus, donde muchos de los ovocitos de grado 3

con muy pocas células del camulus muchas veces son contabilizados como no madurados.

Por su parte, Matorras y Hernandez (2007), indicaron que la evaluacion de la madurez de los
ovocitos basada en la expansion y el aspecto del Complejo Cumulus-Corona que rodea al ovocito,
aunque se acerca bastante a la maduracion del ovocito, no es del todo fiable debido a la disparidad

que puede existir en el proceso de maduracion del ovocito y del cimulus.

Tabla 1. Estadios de desarrollo embrionario obtenidos en con las frecuencias de aspiraciéon una
vez a la semana (T1) y dos veces a la semana (T2).
Estadios de Desarrollo Embrionario

Total de

Tratamientos Ovocitos (n) Maduracion Clivaje Blastocistos
n % n % n %
Tl 128 83 56,08 52 48,15 28 41,17
T2 140 65 43,92 56 51,85 40 58,83
EEy 14,11 14,81 16,06 |
Significacion P<0,05 P=0,1522 P<0,05
Total 268 148 100 108 100 68 100

Valores en la misma columna con P<0,05 difieren entre si.
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En cuanto a la tasa de clivaje no se observo diferencias entre tratamientos (P>0,05), lo que coincide
con Viana et al. (2004), quienes no encontraron diferencias en la tasa de division cuando las

hembras fueron aspiradas una o dos veces a la semana.

La tasa de produccién de blastocistos fue significativamente mayor (P<0,05), cuando la obtencién

de los ovocitos se realizo con una frecuencia de dos veces por semana (T2) en lugar de una (T1).

Chaubal et al. (2006) con hembras mestizas Angus, no obtuvieron diferencias en la tasa de
produccidn de blastocitos cuando se compararon los resultados entre sesiones de aspiracion con
frecuencias de una y dos veces a la semana. No obstante, Viana et al. (2004), con hembras Gir ya
habian reportado mayor porcentaje de blastocistos cuando las hembras fueron aspiradas dos veces

a la semana que cuando se realiz6 una sola aspiracion semanal.

Consideramos que este resultado se debio a la formacion de foliculos dominantes funcionales en
el tratamiento de aspiracion una vez a la semana, que afectan negativamente el desarrollo de los

foliculos subordinados y por ende la competencia mei6tica de los CCOs colectados.

Viana et al. (2004) al encontrar mejores tasas de produccion de blastocistos empleando frecuencias
de aspiracion dos veces a la semana versus una vez a la semana, indicaron que las aspiraciones
realizadas dos veces a la semana pueden no tener foliculos subordinados negativamente afectados.
Esta hipotesis fue corroborada al observar que el segundo foliculo de mayor tamafio aumento su
crecimiento a intervalos de dos aspiraciones semanales y la redujo a intervalos de una aspiracion

semanal.

La aspiracion de los contenidos foliculares a intervalos mas cortos aumenté el nimero de
emergencia de ondas por unidad de tiempo, con una disminucion de la inhibina y los mecanismos
de retroalimentacion negativa de estradiol y el consiguiente aumento en el periodo de elevadas

concentraciones de FSH (Viana et al., 2004).

Por otro lado, al realizar la aspiracion de todos los foliculos visibles en el ovario (Surjus et al.,

2014), se estimula al desarrollo de una onda de foliculos mas pequefios tres dias despues de la
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aspiracion (Bacelar et al., 2010), lo que implica que al realizar aspiraciones dos veces a la semana
se obtengan en cada sesion foliculos mas pequefios que cuando se realiza la aspiracion una vez a

la semana.

Blondin y Sirard (1995) al emplear ovarios de matadero sefialaron que el tamafio del ovocito esta
correlacionado con la capacidad de desarrollo del foliculo, y cuanto mayor sea el tamafio folicular
mayor sera la capacidad del ovocito de alcanzar el estado de ruptura de la vesicula germinal

(expulsion del primer cuerpo polar) o de maduracion, la fecundacion y el desarrollo embrionario.

No obstante, mas recientemente Segura et al. (2015), igualmente con ovarios de matadero,
reportaron mayor competencia meiética a partir de ovocitos extraidos de foliculos pequefios (1 a
4 mm) que con ovocitos procedentes de foliculos de mayor tamafio (5 a 6 mm).

Los resultados de estas investigaciones también nos llevan a interpretar que la competencia
meidtica de los ovocitos varia en funcion de las caracteristicas de la dinamica del desarrollo

folicular, que como ya es de conocimiento general puede variar entre razas, entre individuos del

mismo genotipo, e incluso, en el mismo animal, como fue demostrado por Solis et al., (2019b).

CONCLUSIONES

Basados en la expansion de las células del cimulus, la frecuencia de aspiracion una vez a la semana

permite alcanzar porcentajes superiores en la maduracion.
La frecuencia de aspiracion no afecta la tasa de clivaje.

La aspiracion dos veces a la semana permite obtener mayores tasas produccion de blastocistos y

por tanto, mejores resultados en un programa continuo de Produccion In vitro de Embriones.
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