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RESUMEN

El estudio analizo las caracteristicas morfométricas y funcionales de ovocitos de
10 vacas nativas de los Andes ecuatorianos, colectados por aspiracion folicular
transvaginal (OPU) y de ovocitos colectados post mortem (PM) de ovarios de matade-
ro. Para este proposito, 1157 complejos cimulo-ovocito (CCOs) del grupo OPU (n=271)
y PM (n=886) fueron recuperados en 10 repeticiones por grupo por aspiracion folicular
a 90 mm Hg de presion y clasificados en calidad A, B o C, de acuerdo con las caracteris-
ticas del citoplasma y células del cimulo. Se determino la actividad de la enzima glucosa
6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) y la integridad de la membrana plasmética tifiendo dos
grupos de CCOs con azul brillante de cresilo (BCB+) y azul de tripan, respectivamente.
Se evalu6 el tamafio (diametro y volumen) de los ovocitos usando un software
CaptaVision® (v. 5.1). Los datos se analizaron por regresion logistica y por el modelo
lineal general del SAS, y las medias se compararon por el método de los minimos cuadra-
dos. Los resultados mostraron que los ovocitos del grupo PM presentaron mayor dia-
metro (126.0£0.48 vs 122.7+0.79 um; p<0.01) ¢ integridad de la membrana plasmatica
(86.0 vs 76.8%; p<0.05) que el grupo OPU. Sin embargo, los ovocitos de calidad Ay B no
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registraron diferencias significativas entre grupos con respecto a la integridad de la
membrana plasmatica y valores de BCB+. Los resultados sugieren que, a pesar de
que el tamaifio y la viabilidad fue mas afectada en los ovocitos aspirados por OPU,
los de calidad Ay B provenientes de ambas fuentes mostraron valores similares con
respecto a la integridad de la membrana plasmatica y condicion metabolica para
proseguir la maduracion.

Palabras clave: bovinos criollos, ovocitos, morfometria, BCB, viabilidad

ABSTRACT

This study assessed the morphometric and functional characteristics of oocytes
from 10 native cows to the Ecuadorian Andes, collected by transvaginal follicular
aspiration (OPU) and oocytes collected post mortem (PM) from abattoir ovaries. For
this purpose, 1157 cumulus-oocyte complexes (CCOs) of the OPU group (n=271)
and PM group (n=886) were recovered in 10 repetitions per group by follicular
aspiration at 90 mm Hg pressure and classified as A, B or C, according to the
characteristics of the cytoplasm and cumulus cells. The activity of the enzyme glucose
6 phosphate dehydrogenase (G6PD) and the integrity of the plasma membrane was
determined by staining two groups of CCOs with cresyl brilliant blue (BCB +) and trypan
blue, respectively. The size (diameter and volume) of the oocytes was evaluated using
CaptaVisio® software v. 5.1. The data were analysed by logistic regression and by the
SAS general linear model, and the means were compared by the least square method. The
results showed that the oocytes of the PM group had a larger diameter (126.0 £ 0.48 vs.
122.740.79 pm; p<0.01) and integrity of the plasma membrane (86.0 vs. 76.8%; p<0.05)
than the OPU group. However, quality A and B oocytes did not show significant differences
between groups with respect to plasma membrane integrity and BCB + values. The
results suggest that, although the fact that the size and viability were more affected in the
oocytes aspirated by OPU, those of quality A and B from both sources showed similar
values regarding the integrity of the plasma membrane and metabolic condition to continue.
maturation.
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INTRODUCCION

En Ecuador existe una vasta poblacion
de bovinos de razas con aptitud lechera que
se han establecido bajo diversas modalida-
des de sistemas de produccion (intensivo,
semiintensivo o al sogueo). Esto ha conduci-
do a que las razas de bovinos nativos del alti-
plano del sur de Ecuador, cuya poblacion se
ha reducido considerablemente hasta el rie-
go de extincion, se haya establecido como un
sistema tradicional de crianza de la poblacion

indigena rural (Aguirre ef al., 2011). En este
sentido, Aguirre et al. (2014) hicieron una
caracterizacion genética de los bovinos crio-
llos de la region sur del Ecuador, determinan-
do que tienen un gran distanciamiento con
las razas cebuinas, y que sus troncos ances-
trales estan mayormente vinculados con las
poblaciones ibéricas.

La conservacion de estos grupos de
bovinos autdctonos es de suma importancia
para preservar esta fuente de biodiversidad
genética, lo cual pudiera lograse mediante la
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aplicacion de biotecnologias reproductivas. La
literatura indica que no existen programas
reproductivos que involucren la conservacion
de gametos (espermatozoides y ovocitos) o
embriones provenientes de grupos bovinos
nativos en Ecuador. En el Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccion Animal de
la Universidad de Cuenca se han desarrolla-
do protocolos de criopreservacion de gametos
y embriones de bovinos criollos con el fin de
establecer bancos de germoplasma
(Alvarado et al., 2018; Argudo et al., 2019;
Meéndez et al., 2019), lo cual constituye un
punto de partida para la preservacion de este
valioso patrimonio genético.

Existen dos procedimientos para la re-
coleccion de ovocitos bovinos, uno post
mortem, de ovarios de matadero, y otro in
vivo, mediante la aspiracion folicular guiada
por ultrasonografia (ovum pick-up, OPU).
El primero ha sido usado ampliamente como
fuente de ovocitos para optimizar las dife-
rentes etapas del proceso de produccion in
vitro de embriones (Manjunatha et al., 2008;
Alvares et al.,2016), asi como modelo expe-
rimental para estudiar aspectos biologicos
relacionados con la produccion in vitro de
embriones en mamiferos (Nagai et al., 2001).
El segundo ha sido aplicado para obtener
material genético de animales superiores con
el fin de mejorar la productividad de las ope-
raciones comerciales bovinas (Bizarro et al.,
2016). Esta técnica tiene un amplio campo
de aplicacion para colectar germoplasma de
especies silvestres y de grupos genéticos en
riesgo de extincion (Li et al., 2007; Berlinguer
et al.,2008), incluyendo el bovino criollo lati-
noamericano en permanente estado de ame-
naza.

En consecuencia, y al contar con un
numero reducido de bovinos criollos, la técni-
ca de aspiracion in vivo de ovocitos podria
ser una practica biotecnoldgica para conser-
var el material genético e incrementar el nu-
mero de animales. Sin embargo, procedimien-
tos basicos sobre la calidad, tamafio y funcio-
nalidad (que incluye integridad de la mem-
brana plasmatica y proceso de maduracion)

Rev Inv Vet Peru 2020; 31(2): 17838

de los ovocitos requiere ser investigado pre-
vio a los procedimientos de fertilizacion in
vitro (FIV) y produccion de embriones. De-
bido a esto, el estudio tuvo por objetivo eva-
luar las caracteristicas morfométricas y fun-
cionales de ovocitos de vacas criollas ecua-
torianas y compararlos con ovocitos obteni-
dos de ovarios de matadero.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

La investigacion se realizé en el labora-
torio de Biotecnologias Reproductivas de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Univer-
sidad de Cuenca, ubicado en la Granja Irquis,
parroquia Victoria del Portete en la provincia
del Azuay, a una altura de 2648 msnm.

Fuente de Ovocitos

Diez vaquillas (24-36 meses) con ras-
gos morfologicos y faneropticos de animales
nativos de las alturas de los Andes ecuatoria-
nos (>3000 msnm), no lactantes y clinica-
mente sanas fueron sometidas a repetidas
aspiraciones foliculares por un periodo de tres
meses. Las vaquillas fueron alojadas en la
granja bajo pastoreo rotacional [Ryegrass
(Lolium perenne) y kikuyo (Pennisetum
clandestinum)] y sanidad controlada. La
manipulacion de los animales y la aplicacion
de los procedimientos biotecnoldgicos fueron
desarrollados de acuerdo con las normas de
bioseguridad y bienestar animal.

El procedimiento de OPU fue realizado
una vez por semana en las instalaciones de la
granja (10 sesiones con un total 100 aspira-
ciones), y la busqueda de ovocitos se hizo
inmediatamente después de la aspiracion
folicular. Asimismo, y con fines comparati-
vos, se colectaron ovarios de vacas de un
matadero local una vez por semana, coinci-
diendo con el procedimiento de OPU. El tiem-
po entre el sacrificio de los animales y la lle-
gada de los ovarios al laboratorio en envases
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térmicos con solucion fisiologica a 30 °C fue
en un maximo de tres horas. Las vacas de
matadero pertenecian a un grupo aleatorio
de vacas multiparas lecheras (Holstein, Par-
do Suizo, mestizas y criollas) no gestantes,
sacrificadas por descarte.

Se llegd a recolectar 1157 complejos
cumulo-ovocito (CCOs) bovinos. De estos
217 del grupo OPU y 886 del grupo de mata-
dero mediante recuperacion de ovarios post
mortem (PM).

Aspiracion Folicular Transvaginal

La aspiracion folicular transvaginal por
OPU fue realizada previa sedacion de las
vacas criollas con xilacina al 2% (0.02 mg/kg).
Las vacas fueron inmovilizadas en un brete,
vaciado el contenido rectal, y aplicada una
dosis de anestésico epidural con Bupivacaina
al 0.5% (0.3 mg/kg). El procedimiento de
aspiracion se llevo a cabo con un ecografo
Aloka (Prosound 2, Tokio, Japén) provisto de
un transductor convexo de 5 MHz acoplado
auna guia de aspiracion. Este dispositivo esta-
ba conformado por una aguja de 18G x 75 mm
conectada a una tuberia plastica de 1| mm de
diametro y 2 m de longitud, y a una bomba de
vacio (WTA BV 003D ®, Cravinhos, Brasil)
regulada a 90 mmHg, que conduyjo el liqui-
do folicular por succion a un tubo estéril
de 50 ml.

Los CCOs fueron colectados en una
solucion buffer fosfato salino (PBS, Sigma,
P-4417) a 38.5 °C, suplementada con 1% de
suero fetal bovino y 10 Ul/ml de heparina. El
liquido colectado fue llevado al laboratorio,
filtrado y lavado con PBS atemperado a
38.5 °C. El liquido filtrado fue vertido en una
caja de busqueda de 95 mm, y los CCOs fue-
ron identificados bajo un estereoscopio (Nikon
SMZ 745T, Tokio, Japon). La seleccion de
los CCOs se hizo al lavar las estructuras tres
veces en fluido oviductal sintético buferado
con Hepes (hSOF). Luego, los CCOs fueron

categorizados en calidad A, B o C segtn los
criterios descritos por Hawk y Wall (1994),
quienes consideraron caracteristicas del cito-
plasma, zona pelucida y células del cumulo.

Aspiracion Folicular de Ovarios de Ma-
tadero

Los ovarios obtenidos en el matadero
fueron lavados sucesivamente en solucion fi-
sioldgica estéril temperada a 37 °C, y el teji-
do circundante fue removido. Se aspiraron
los foliculos con didmetros entre 2 y 8 mm
con el mismo equipo, la misma presion de
vacio y linea de aspiracion que la usada con
el procedimiento OPU. Asimismo, el lavado,
filtrado, busqueda y clasificacion de los COCs
fue similar al efectuado con el procedimiento
OPU.

Evaluacion de los Ovocitos

Actividad de la glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa (G6PD)

Un grupo de CCOs recuperados post
mortem de ovarios de matadero (n=464) y
mediante OPU (n=137), clasificados segun
su calidad, fueron incubados con azul brillan-
te de cresilo (BCB, 26 uM) diluido en hSOF
por 90 minutos, en una atmosfera a 38.5 °C,
90% de humedad y 5% de CO,. Luego de
lavarse tres veces en hSOF, los COCs fue-
ron diferenciados en dos grupos dependien-
do si el citoplasma estaba tefiido (BCB+) o
no (BCB-) de color azul, registrandose el
numero de ovocitos por categoria. La G6PD
es una enzima que esta presente durante el
periodo de crecimiento ovocitario, pero cuya
actividad desaparece o se reduce sustan-
cialmente cuando los ovocitos culminan la fase
de crecimiento. Asi, debido a la ausencia de
la enzima, los ovocitos que han terminado el
crecimiento conservan la coloracion azul en
el citoplasma, mientras que, en los no tefii-
dos, la actividad enzimatica degrada el colo-
rante.
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Integridad de la membrana plasmatica del
ovocito

Otro grupo de CCOs obtenidos PM
(n=422) y por OPU (n=134) fueron incuba-
dos en una solucion de PBS al 0.15% del
colorante azul tripan durante 10 minutos. In-
mediatamente, los ovocitos fueron lavados
tres veces en PBS y se observaron en un
microscopio optico para determinar si el cito-
plasma estaba tefiido o no de color azul, y se
registro el nimero de cada grupo. Esta tincion
es usada para determinar el estado de la
membrana plasmatica del ovocito o viabili-
dad celular por exclusion de captacion, debi-
do a que la selectividad de la membrana
plasmatica de las células vivas impide la pe-
netracion del colorante, mientras que en las
muertas ocurre libremente.

Morfometria Ovocitaria

Los ovocitos usados para la determina-
cion de la actividad de la enzima G6PD y la
viabilidad ovocitaria fueron incubados por un
minuto en una solucion de hialuronidasa en
hSOF (1 mg/ml; p/v) y separados de las cé-
lulas del cimulo por pipeteo sucesivo. Luego
de lavados tres veces en hSOF, los ovocitos
fueron fotografiados con una cdmara digital
(Excelis AU-600-HD; USA) acoplada a un
microscopio de contraste de fase (Olympus
CX31, Japon) y el diametro de cada uno (ex-
cluyendo la zona peltcida) medido con el soft-
ware CaptaVision (v. 5.1, Accu-Scope, USA)
disefiado para realizar mediciones microsco-
picas.

Analisis Estadistico

Las proporciones de ovocitos fueron
analizadas mediante la regresion logistica del
programa estadistico SAS (Statistical Analysis
System, 2012; v. 9.4), considerandose los
efectos de la fuente de ovocitos (OPU y
matadero) y de la repeticion (n=10). Dado
que los datos del didmetro y volumen
ovocitario (estimado con la formula del volu-
men de una esfera) no siguieron una distribu-
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cion normal segun la prueba de Shapiro-Wilk,
estos fueron transformados al Logaritmo 10
y procesados mediante el analisis de varianza
de una via, usandose el modelo lineal general
(GLM) del SAS (p<.0.05). En el modelo se
consideraron los efectos de la fuente, calidad
ovocitaria y la repeticion. Las diferencias
entre las medias fueron comparadas mediante
el método de los cuadrados minimos del SAS.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron que los
ovocitos del grupo PM mostraron un mayor
diametro y volumen (p<0.01), asi como un
mayor porcentaje de integridad de la mem-
brana plasmatica (p<0.05) en comparacion
con los ovocitos del grupo OPU. Por otro lado,
no hubo diferencias significativas entre gru-
pos con relacion a la actividad de la enzima
G6PD (Cuadro 1).

Al categorizar los ovocitos segiin su
calidad, los resultados mostraron que los
ovocitos de calidad A (p<0.01) y B (p<0.02)
del grupo PM tuvieron mayor tamafio que los
del grupo OPU. Asimismo, hubo una mayor
proporcion de ovocitos de calidad A (p<0.05)
y menor proporcion de calidad C (p<0.01) en
el grupo PM que en los de OPU (Cuadro 2).
Sin embargo, no hubo diferencias significati-
vas entre grupos cuando fue comparado el
porcentaje de integridad de la membrana
plasmaticay el estado de maduracion (GDP)
en los ovocitos de calidades A y B; no obs-
tante hubo diferencias significativas para los
ovocitos de calidad C (Figura 1).

Los resultados obtenidos demostra-
ron que los ovocitos recuperados in vivo
mediante OPU mostraron un tamafio y un
porcentaje de integridad de la membrana
plasmatica menor que los ovocitos recupera-
dos post mortem, aunque el estatus metabdlico
para proseguir la maduracion (BCB+) fue
similar entre ambos grupos. Asimismo, la ca-
lidad, viabilidad y actividad de la enzima
G6PD fue estadisticamente similar en los
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Cuadro 1. Caracteristicas morfométricas y funcionales de ovocitos de acuerdo con la
fuente ovocitaria (1157 ovocitos analizados en 10 repeticiones)

Fuente de ovocitos

Variables PM OPU
(n=886) (n=271)
Caracteristicas morfometricas
Diametro (um) 126.0 £ 0.48° 122.7 +£0.79°

Volumen (pm?®) 1’105,363 + 16,089? 983,738 &+ 23,757°

Caracteristicas funcionales
BCB+, % (n)
Integridad de la membrana
plasmatica, % (n)

86.1 (118/137)°
76.8 (103/134)¢

81.5 (378/464)"
86.0 (363/422)"

PM, grupo de ovocitos recuperados post mortem; OPU, grupo de ovocitos recuperados in vivo
por aspiracion folicular
Letras diferentes dentro de filas son significativamente diferentes (> p<0.01; ¢ p<0.05)

Cuadro 2. Diametro (um) y frecuencia (n) de ovocitos obtenidos de ovarios de
matadero o in vivo mediante la técnica de ovum pick-up, segin su origen y

calidad
Origen de los ovocitos
Variables Matadero Ovum pick up
(n=746) (n=262)

Calidad (um)

A 124.8 +£0.86° 120.3 £ 1.62°

B 130.3 +£0.74° 124.6 = 1.36°

C 122.9 +0.85° 123.2+1.15°
Frecuencia, % (n)

A 28.7° 22.1¢

B 38.5¢ 33.6°

C 32.8° 44.3°

Letras diferentes dentro de filas son significativamente diferentes (*® p<0.01; *¢ p<0.02; ¢
p<0.05)

ovocitos A y B entre ambas fuentes. Estas La diferencia en las medidas morfo-

dos categorias de ovocitos son las mas apro-
piadas para la maduracion y produccion de
embriones in vitro (Ward et al., 2000) y son
las que utilizan rutinariamente en los labora-
torios comerciales y de investigacion.

métricas (diametro y volumen) entre ambos
grupos pudiera atribuirse al componente ra-
cial; es decir, al hecho de que se trabajo con
ovocitos colectados de vacas nativas de la
sierra alta de Ecuador, por un lado, y de ova-
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B Matadero
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A

Figura 1. Porcentaje de ovocitos viables y negativos a la actividad de la enzima G6PD (BCB+)
de acuerdo con la fuente y calidad ovocitaria

1i0s post mortem provenientes de diferentes
grupos raciales lecheros y sus mestizos. No
obstante, no hay datos publicados del efecto
racial sobre las caracteristicas morfométricas
de los ovocitos que permita darle soporte cien-
tifico a este racionamiento; sin embargo, como
se indica mas adelante, el analisis de varios
trabajos en los que se hizo medicion de
ovocitos de diferentes grupos raciales permi-
te deducir que el diametro ovocitario no varia
considerablemente entre ellos.

La calidad de los CCOs recolectados
por OPU y su competencia para madurar in
vitro se vid afectada por la presion de aspi-
racion folicular ejercida durante la puncion
(Bols etal., 1996; Fry et al., 1997; Vos et al.,
1999). La técnica OPU realizada en vacas y
bufalas a una presion de 40 mm Hg ha de-
mostrado proporcionar una calidad similar a
la técnica de recuperacion de ovocitos de
matadero post mortem (Neglia et al., 2003).
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Reportes previos han demostrado que la ca-
lidad de los ovocitos y la competencia para
desarrollarse como embriones es considera-
blemente afectada cuando la aspiracion
folicular se efectlia a presiones superiores a
50 mmHg (Ward et al., 2000).

Argudo et al. (2017, 2018) analizaron
el tamafio de 489 y 782 ovocitos, respectiva-
mente, recuperados de ovarios de matadero
de la misma localidad (Sierra ecuatoriana) y
obtuvieron un diametro ovocitario de 124.1 +
0.3 um. Ese estudio demostré que el diame-
tro disminuye segln se incrementa la presion
de aspiracion folicular (por ejemplo, 125.8+
0.5,123.3+£0.5y 122.2+0.5 pm para ovocitos
aspirados con 50, 65 y 80 mmHg, respectiva-
mente). Los resultados de la presente investi-
gacion demostraron que los ovocitos aspirados
por OPU se vieron afectados al usar una pre-
sion de aspiracion alta (90 mmHg).
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Hay que tener en cuenta que durante la
OPU, los COCs estan sometidos a fuerzas
fisicas que, dependiendo de la presion de suc-
cion y del diametro de la aguja utilizados, afec-
tan en mayor o menor cuantia la morfologia
de los COCs y la competencia de estos para
desarrollarse a embriones (Bols, 1997). Apa-
rentemente, durante la puncion folicular, el
liquido folicular con los ovocitos sufre turbu-
lencias que provoca choques repetidos de
estos con las paredes internas de la aguja y
del extenso tubo que la conecta con el reci-
piente de coleccion (linea de aspiracion), ha-
ciendo que el ovocito pierda progresivamen-
te las células del camulo que lo rodean (Bols
et al., 1996; Bols, 1997; Hasler, 1998; Biza-
rro et al., 2016), exponiendo la zona pelucida
y la membrana plasmatica del ovocito a da-
flos irreversibles.

Aunque la mencion anterior no puede
aplicarse totalmente a este estudio, dado que
se utilizo la misma bomba y presion de vacio,
y longitud de la aguja y de la linea de aspira-
cion para obtener los ovocitos de ambas fuen-
tes, la recuperacion de COCs in vivo es mas
engorrosa y requiere que los animales sean
tranquilizados, bloqueados epiduralmente e
inmovilizados.

Los ovocitos bovinos se vuelven meioti-
camente competentes con un diametro de
aproximadamente 110 mm (Fair et al., 1995).
Ademas, la variacion, tanto en la capacidad
meiotica de los ovocitos (capacidad para al-
canzar la metafase II), como en la capacidad
de desarrollarse a blastocistos, se ha eviden-
ciado mas en ovocitos mayores a 110 mm de
diametro (Fair et al., 1996). Por lo tanto, los
resultados obtenidos en este estudio sugieren
que, independientemente si la recuperacion
fue in vivo o post mortem, los ovocitos te-
nian un didmetro adecuado para completar la
meiosis [ e iniciar la II.

Reportes anteriores han investigado el
tamaio folicular y de los ovocitos obtenidos
de ovarios de matadero, probablemente de

vacas Bos taurus. Entre estos, Fair et al.
(1995) reportaron didmetros de ovocitos que
variaron entre 98.9 £ 11.7y 117.2 £ 9.7 um
que fueron colectados de foliculos que me-
dian entre <1 y >4 mm de diametro. Otoi et
al. (1997) reportaron un diametro promedio
de 114.0 + 4.8 pm, encontrando que el 82%
midi6 entre 110y 125 um. En el caso de va-
cas Bos indicus, Nunes et al. (2000) repor-
taron tamafios entre 154.7 = 11.6 pum en
foliculos pequefios (1-2 mm) y 164.4 + 9.1
um en foliculos grandes (>9 mm), incluyendo
la zona pelicida. En el presente estudio, el
didmetro de los ovocitos estuvo dentro de los
rangos reportados en la literatura cientifica.

CONCLUSIONES

e [os CCOs recuperados por OPU fue-
ron mas pequeios y tuvieron una viabili-
dad menor que los obtenidos post
mortem, aunque ambos grupos presen-
taron similar estado metabdlico para pro-
seguir la maduracion.

e Los COCs de tipo A y B obtenidos de
matadero o mediante OPU fueron
estadisticamente similares en integridad
de membrana y en estado metabolico,
aunque los recuperados mediante OPU
fueron cerca de 5 pm mads pequefios que
los obtenidos de matadero.

e Los COCs de categoria C recuperados
mediante OPU tuvieron considerable-
mente menor viabilidad que los tipos Ay
B del mismo grupo y los C del grupo post
mortem. Asimismo, los COCs de cali-
dad C tuvieron similar didmetro en am-
bas fuentes ovocitarias
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