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RESUMEN
La calidad del ovocito es importante para el éxito de la produccién de embriones in vitro. Las
caracteristicas morfolégicas como tamano folicular, didmetro del ovocito, apariencia del
citoplasma y la integridad de la zona pelicida pueden determinar la capacidad de desarrollo
del ovocito. Ademas, las evaluaciones de viabilidad, estado de la meiosis y metabdlico, pueden
ser complementarias para determinar la calidad de los ovocitos. La especie de bovino (Bos
taurus y Bos indicus) es otro parametro que determina la eficiencia de la produccion de
embriones in vitro. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion fue elucidar si los
ovocitos de Holstein Friesian (Bos taurus) de diferentes tamarios, identificados por la tincién
de azul de cresil brillante (BCB) muestran mejor desarrollo embrionario in vitro. Los ovocitos
de foliculos pequenos (FP: 2.0-4.9 mm) y grandes (FG: 5.0-10.0 mm) fueron clasificados por
su coloracién del citoplasma: azul (BCB+) y sin coloraciéon (BCB-). Los parametros analizados
en los ovocitos fueron el diametro, viabilidad antes de la maduracion y después de la
fertilizaciéon, evaluacién del estado de la meiosis, desarrollo embrionario y formacion de
blastocisto. Los resultados variaron de acuerdo a la clasificacion de los ovocitos; los ovocitos
BCB+ de FG mostraron mayor porcentaje comparados con los BCB+ de FP (P<0.05). Los
diametros de los ovocitos fueron similares en los BCB+ y BCB- de ambos tamarnos de foliculos
(P>0.05). La viabilidad fue similar en los grupos BCB+, BCB- y control de ambos tamafnos de
foliculos, tanto antes de la maduracién como después de la fertilizacién (P>0.05). Los
porcentajes de maduracién aumentaron en BCB+ y BCB- de FP comparados con el control
(P<0.05) y fueron similares en todos los grupos de FG (P>0.05). Los porcentajes de
fertilizacién fueron mejores en BCB+ que BCB- de FP (P<0.05); contrariamente a este
resultado, los BCB- mostraron mayor proporcién de fertilizaciéon que los BCB+ de FG (P<0.05).
El desarrollo embrionario aumentd en los BCB+ en comparacion con los BCB- de FP (P<0.05)
y fueron similares en todos los grupos de FG (P>0.05). La produccién de blastocistos fue mejor
en BCB+ de FP (P<0.05) y en todos los grupos de FG fue similar (P>0.05). Se concluye que
la tincibn de BCB permite seleccionar a los ovocitos de FP que son competentes para

desarrollar el estado de blastocisto en ganado Holstein.

Palabras clave: azul de cresil brillante, viabilidad del ovocito, diametro del ovocito, estado de

la meiosis, produccion de embriones in vitro, Bos taurus.
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ABSTRACT
Oocyte quality is important for in vitro embryo production success. Morphological features such
as follicular size, oocyte diameter, cytoplasm appearance, and zona pellucida integrity
determine oocyte’s developmental competence. Also, evaluations at the viability, meiotic stage
and metabolic state, may be complementary to oocyte quality determination. Bovine specie
(Bos taurus'y Bos indicus) is other parameter in vitro embryo production efficiency. Therefore,
the aim of this study was to elucidate if Holstein Friesian (Bos taurus) oocytes from follicles of
different sizes, identified by the brilliant cresyl blue staining (BCB), show improved in vitro
embryo development. Oocytes from small (SF: 2.0-4.9 mm) and large (LF: 5.0-10.0 mm)
follicles were classified according to their cytoplasm appearance, blue (BCB+) and colorless
(BCB-). The analyzed parameters in the oocyte were diameter, viability before maturation and
after fertilization, assessment of the meiotic stage, embryo development and blastocyst
formation. The results varied according to the classification of oocyte; BCB+ oocytes
percentage from LF was higher in comparison with BCB+ from SF (P<0.05). Diameters of
oocyte were similar in the BCB+ and BCB- from both follicular sizes (P>0.05). Viability was
similar in the BCB+, BCB- and control groups from both follicular types, before maturation as
well as after fertilization (P>0.05). Maturation percentages increased in both BCB+ and BCB-
compared to control from SF (P<0.05) and similar in all groups from LF (P>0.05). The
percentages of fertilization were greater in BCB+ than BCB- from SF (P<0.05); contrary to this
result, BCB- showed mayor fertilization proportion that BCB+ from LF (P<0.05). Embryo
development increased in the BCB+ compared to BCB- from SF (P<0.05), and all groups was
similar from LF (P>0.05). Blastocyst production was best in BCB+ from SF (P<0.05) and in all
groups from LF was similar (P>0.05). We conclude that BCB staining allows the selection of

oocytes from SF that are competent of reaching the blastocyst stage in Bos taurus.

Key words: Brilliant cresyl blue, oocytes viability, oocytes diameter, meiosis state, in vitro
embryo production.
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1 INTRODUCCION

La produccion in vitro de embriones (PIVE) bovinos, es una tecnologia manejada por varias
compafhias internacionales, causando un aumento en el numero de transferencias de
embriones in vitro a nivel mundial del 2003 (42,000 embriones) (Gonella et al., 2013) al 2013
(400,000 embriones) (Gilchrist et al., 2016). Ademas, la Sociedad Internacional de Tecnologia
de Embriones (IETS: siglas en inglés) reporté un aumento (500%) en la PIVE bovinos entre el
2001 (109,205 embriones) al 2015 (630,202 embriones) (Vélez et al., 2017). Esta tendencia
se ha mantenido mundialmente, ya que en el 2017 se menciona que se produjeron 992,289
embriones in vitro de bovino, pero lo mas importante es que esta cantidad indica un aumento
del 48.9% con respecto a la produccion del ano 2016 (Viana, 2018). Actualmente, la PIVE
bovino aumenté 2.6% a nivel mundial en el 2018 (1,029,400 embriones) con respecto a la
reportado en el 2017 (992,289 embriones) (Viana, 2019).

El pais que inici6 con la produccion de embriones in vitro de bovino fue Brasil (Gonella et al.,
2013), aportando hasta el 50% de la produccion mundial (Caixeta & Dode, 2010). Este pais
empez6 a utilizar la PIVE en bovinos desde el afio 2000 donde se transfirieron 12,597
embriones, reportando 196,000 embriones transferidos para el 2006 (Giraldo, 2011). Estados
Unidos de América y Brasil fueron los paises que reportaron mayor numero de embriones
producidos in vitro, los cuales registran el 95.5% y 76.2% de la PIVE de bovino en América del
Norte y Sur, respectivamente (Viana, 2018). Actualmente, Estados Unidos de América es el
pais con mayor numero de embriones producidos in vitro de bovino con 451,661 y Brasil se ha
posicionado como en segundo reportando 345,126 embriones. La diferencia entre estos dos
paises fue de 106,535 (Viana, 2019).

Se tiene registro de otros paises como Canadé que reporta 127,000 embriones desarrollados
in vitro de ganado lechero (Colazo & Mapletoft, 2007). En Nueva Zelanda, la industria lechera
considera que la PIVE y el sexado de embriones son tecnologias que poseen una relacién
positiva en términos de costo-beneficio, representando ingresos adicionales de mas de
800,000 ddlares por afo (Urrego et al., 2008).

La PIVE a nivel internacional es considerada como una técnica muy productiva, ya que se

estima que una vaca al nacimiento puede tener aproximadamente 150,000 ovocitos (Gonella



et al., 2013), pero menos del 0.1% llegan a ovular (Quispe et al., 2015) y se obtienen durante
la vida productiva de la vaca entre 4 a 5 crias por monta natural o inseminacién artificial, por
lo que se estd subutilizando el potencial genético. Los ovocitos inmaduros pueden ser
recuperados y mediante la produccion in vitro generar embriones (Gonella et al., 2013), que al
ser transferidos a receptoras se obtengan nacimientos con la mejor genética (Sagirkaya et al.,
2006; Lopez et al., 2007; Gonella et al., 2013). Ademas, los embriones desarrollados in vitro
pueden ser criopreservados con fines de comercializacion (Lopez et al., 2007; Rodriguez-
Villamil et al., 2016), siendo una alternativa para aquellos lugares que se encuentran retirados

de un centro local de transferencias de embriones.

Ademas, la PIVE bovinos es un buen método para la investigacion de procesos metabdlicos,
genéticos y del desarrollo de embriones de otras especies, incluso para humanos (Baez et al.,
2010; Gonella et al., 2013).

Generalmente, en la PIVE de bovino se obtiene solo el 40% de blastocistos (Opiela et al.,
2008) y se considera que este problema esta relacionado con la calidad del ovocito (Alm et al.,
2005; Ghoneimy et al., 2017).

Siendo que son dos los factores que estan relacionados con la calidad del ovocito: biolégicos
y técnicos (Bols et al., 2012), los aspectos bioldgicos estan vinculados con la fisiologia de la

donadora y los técnicos con los métodos de obtencion de los ovocitos (Bols et al., 2012).

De acuerdo a lo anterior es esencial determinar y seleccionar a los ovocitos de mejor calidad,
por lo que se han descrito varios parametros visuales para evaluar la calidad del ovocito como
el tamafo folicular (Salimi et al., 2014), diametro del ovocito (Karami Shabankareh et al., 2014),
el espesor del cumulo y la homogeneidad del citoplasma (Bhardwaj et al., 2016). Otros
indicadores que se consideran para determinar la calidad del ovocito incluyen la viabilidad
(Fernandez et al., 2013), concentracion de glutation (Salimi et al., 2014), la fase de crecimiento
del ovocito determinada por la tincion de Azul de Cresil Brillante (Karami-Shabankareh et al.,
2014), el estado de la meiosis (Torner et al, 2008), el numero de mitocondrias y las
concentraciones de lipidos (Castaneda et al., 2013; Fakruzzaman et al., 2013).



La eficiencia en la PIVE puede ser diferente dependiendo de la especie del bovino, ya que se
ha observado que la cantidad de embriones obtenidos por fertilizacién in vitro esta determinada
por la especie de la donadora, por esta razén se han disefiado diferentes programas de PIVE
en Bos taurus 'y Bos indicus, respectivamente (Valderrama et al., 2011).

Se ha mencionado que en B. indicus se obtienen mayor nimero de ovocitos viables y de mejor
calidad, por lo tanto, se obtiene mejor desarrollo de embriones in vitro que aquellos obtenidos
de B. taurus (Valderrama et al., 2011; Sales et al., 2015). Sin embargo, la mayor cantidad de
leche, se obtiene de razas B. taurus especializadas en la produccién de leche como Holstein,
Jersey y Pardo Suizo (Rios et al., 2015), de ahi la importancia de esta especie en México que
es responsable aproximadamente del 50.6% de la produccion nacional de leche (Villamar &
Olivera, 2005).

El aprovechamiento de la PIVE en bovinos aumenta si se asocia con la aspiracién folicular via
transvaginal guiada por ultrasonografia (OPU: siglas en inglés) (Gimenes et al., 2015), ya que
con OPU se obtienen ovocitos por imagen en tiempo real de vacas con un potencial genético
especifico (carne y leche) (Denis, 2008). A partir de este material, y utilizando la PIVE se
pueden generar embriones de un semental con cualidades diferentes que aumentaria el

potencial genético o vigor hibrido (Watanabe et al., 2017).

Actualmente es frecuente la asociacion entre la OPU y PIVE como una alternativa en la
produccién de embriones, debido a que los programas de ovulaciones multiples y transferencia
de embriones (MOET: siglas en inglés) presentan deficiencias y son pocas las aplicaciones
comerciales que se obtienen (Gimenes, et al., 2015). Los beneficios de dicha asociacion entre
OPU y PIVE puede contribuir a la ganaderia mexicana, especialmente en el ganado lechero,
donde la produccién nacional de leche en 2017, fue alrededor de 11 billones de litros
(SAGARPA, 2018).

Ademas, la OPU y PIVE contribuyen a rescatar aquellas hembras genéticamente privilegiadas
que presentan alguna anomalia que impiden la reproduccion de manera natural (Baez et al.,
2010; Gonella et al., 2013).



Brasil impulso y remplazé las MOET por los programas de OPU/PIVE en bovino, ademas
foment6 aquellas investigaciones enfocadas en aumentar la eficiencia de la OPU/PIVE en
ganado Nelore, una raza de B. indicus que representa el 80% del rebafo brasilefio (200
millones de animales) logrando con esta estrategia, una mayor cantidad de ovocitos
recuperados por OPU con respecto a ganado B. taurus (Pontes et al., 2010). La OPU/PIVE ha
logrado que el 70% de embriones bovinos sean producidos in vitro en Brasil (Mota et al., 2010);
demostrando que la PIVE puede ser una alternativa para la produccion de embriones de bovino
para México.

2 MARCO TEORICO

2.1 Ciclo estral y foliculogénesis en bovino.

En la mayoria de las especies de mamiferos, el desarrollo del foliculo y del ovocito es
determinado por una secuencia de eventos que inicia desde la formacion del ovario durante la
organogénesis y culmina con la liberacién de un ovocito en la etapa reproductiva (Picton et al.,
2008).

El ciclo estral del bovino generalmente tiene una duraciéon de 21 dias (intervalo: 17-24 dias)
(Sirard, 2011; Colazo & Mapletoft, 2014) y esta conformado por una fase folicular (6-7 dias) y
una fase latea (15 dias) (Sirard, 2011). El ciclo se divide en cuatro etapas:

Proestro: la produccion de prostaglandinas F2a, disminuye la concentracién de progesterona
e inicia el aumento de FSH y LH (Maldonado et al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014); estas
gonadotropinas inician el desarrollo y crecimiento de foliculos destinados a madurar, ademas

aumenta la actividad de los 6rganos reproductivos (Motta et al., 2011).

Estro: aumenta la concentracion de LH que conduce a la maduracién final del foliculo
ovulatorio, ademas aumenta la concentracibn de estrogenos. Las concentraciones
preovulatorias de GnRH inducen el pico de FSH y LH, la ovulacion se lleva a cabo después de
27 h de iniciado el estro (Maldonado et al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014). Esta etapa es la
de aceptacién del semental para la cépula (Motta et al., 2011).



Metaestro: se forma el cuerpo hemorragico y a partir de éste, el cuerpo luteo, ademas
aumenta la produccién de progesterona (Maldonado et al., 1997; Motta et al., 2011; Colazo &
Mapletoft, 2014).

Diestro: es el periodo de reposo sexual (Motta et al.,, 2011). Las células luteinizadas de la
granulosa y de la teca interna producen cantidades constantes de progesterona (Maldonado
et al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014). Al final del diestro se inicia la produccién de

prostaglandina F2a, la cual causa la lisis del cuerpo Iuteo y da inicio a un nuevo ciclo estral.

La “dinamica folicular” se lleva a cabo durante el ciclo estral, la cual involucra los mecanismos

de crecimiento, regresion y atresia de los foliculos por medio de tres procedimientos:

Reclutamiento: grupo de foliculos que son seleccionados para que inicien su maduracién en
respuesta a un estimulo de gonadotropinas.

Seleccion: a partir de un grupo de foliculos, uno es seleccionado el cual contintia su desarrollo
y no entra en atresia.

Dominancia: el foliculo seleccionado domina el crecimiento folicular e induce la atresia de los

dema@s foliculos (Maldonado et al., 1997).

El crecimiento folicular de la hembra bovina esta regulado por medio de oleadas, las cuales se
caracterizan por presentar un pico en la concentracién de FSH (Henao, 2010; Colazo &
Mapletoft, 2014). El 95% de ciclos estrales del bovino se componen de 2 o 3 (Maldonado et
al., 1997; Colazo & Mapletoft, 2014) o hasta 4 oleadas (Maldonado et al., 1997).

Las oleadas foliculares se generan durante la fase lutea (B6 et al., 2003; Sirard et al., 2006;
Sirard, 2011), y dependiendo del nimero de oleadas foliculares puede acortarse o alargarse
el ciclo estral; en vacas con dos, tres y cuatro oleadas, la duracién es de 18, 21 y 24 dias,
respectivamente (Maldonado et al., 1997).

El pico en la concentracién de FSH circulante durante la oleada folicular causa dos eventos
importantes: el reclutamiento de tres a seis foliculos de 4-5 mm (Fortune et al., 2001; Tabandeh
etal.,, 2012) y estimula al foliculo dominante para que continte su desarrollo, diferenciandose

hasta alcanzar su maximo diametro. El foliculo dominante produce una mayor cantidad de



estradiol (Fortune et al., 2001) y ejerce un efecto inhibitorio en el desarrollo de los foliculos
subordinados causando en ellos un proceso de atresia (Ghanem et al., 2007; Sirard, 2011).

El crecimiento y desarrollo del ovocito depende de las células foliculares (Skinner 2005;
Gilchrist et al., 2008; Picton et al., 2008), esta regulacion se lleva a través de uniones
comunicantes entre el ovocito, las células de la teca y de la granulosa (Skinner, 2005; Picton
et al., 2008).

El desarrollo folicular se inicia a partir de los foliculos primordiales que se desarrollaran a
foliculos primarios, secundarios y terciarios. El ovario contiene una reserva de foliculos
primordiales inactivos con didmetros de 34.6+3.7 um, cada uno contiene un pequefo ovocito
que no esta en crecimiento, asi como una capa de pre-granulosa y de células foliculares
(Hyttel, 2011). Cada dia se activa un cierto niumero de foliculos primordiales (Rodgers & Irving-
Rodgers, 2010), el ovocito no solo inicia su crecimiento, también experimenta modificaciones
de orden ultra estructural (citoesqueleto) y bioquimico con la finalidad de adquirir la capacidad
de desarrollo (Gonella et al., 2013).

El foliculo primario (46.1+6.1 um) contiene al ovocito que esta rodeado por una simple capa
de células de la granulosa; ocasionalmente se puede observar entre el ovocito y las células de

la granulosa pequenas porciones de zona pelucida (Hyttel, 2011).

El foliculo secundario (101.7+41.8 um) se desarrolla cuando las células de la granulosa
comienzan a dividirse, aumentando el nimero de capas de células (membrana de la granulosa
o epitelio folicular) alrededor del ovocito (Rodgers & Irving-Rodgers, 2010); también se
observan alrededor del ovocito porciones de zona pelucida asociada con microvellosidades
(Hyttel, 2011).

El ovocito y las células de la granulosa durante el crecimiento folicular sintetizan y secretan
elementos relacionados con la regulacién del desarrollo folicular (Arashiro et al., 2013), dentro
de los cuales se pueden mencionar varios tipos de factores de crecimiento como: insulinico
(IGF-I: siglas en inglés), epidérmico (EGF: siglas en inglés), fibroblastico, transformante j,
factor 9 de crecimiento de diferenciacion y proteina morfogenética del hueso (BMPs: siglas en
inglés) especialmente BMP4, BMP7 y BMP15 (Picton et al., 2008).



En el foliculo terciario (>1 mm) se observa al ovocito con la zona peltucida completa y con
numerosas células de la granulosa, se forma el cumulo y sus proyecciones terminan
invaginadas en el ovolema (microvellosidades) formando uniones de tipo adherentes vy
comunicantes con el ovocito (Hyttel, 2011), ademas se empieza a formar el antro y las capas

del estroma especializadas; la teca interna y externa (Rodgers & Irving-Rodgers, 2010) (Figura

1).

Tasa de crecimiento del foliculo preantral en diferentes especies
in vivo

Foliculo Foliculo Foliculo Foliculo antral Foliculo
de Graaf_g

primordial primario secundario temprano

[ Crecimiento folicular
independiente de FSH Y LH

Crecimiento moderado del ovocito y del
i Hfoliculo por factores de crecimiento sométicos
; y derivados del ovocito

DF
5: AMH-, EGF+, bFGF+

Tamaiio del foliculo Periodo de Tamafio del
preantral (um) crecimiento (dias)  foliculo maduro
Raton 100 - 200 10-12 500 - 600 pm
Cerdo 150 - 300 40 -50 3-10 mm
Oveja 180 - 250 40-50 3-10 mm
Vaca 180 - 250 40 -50 38->85mm
Humano 180 - 250 290-180 17 -20 mm

Figura 1. Desarrollo folicular en diferentes especies.
Picton et al., 2008

El sistema de IGF-I puede tener un papel clave en la seleccién del foliculo dominante, debido
a que estimula la proliferacién celular y promueve la diferenciacion de las células de la
granulosa y de la teca, aquel foliculo con mayor concentraciéon de IGF-I en el liquido folicular,
tiende a convertirse en el foliculo dominante (Colazo & Mapletoft, 2014). Por otra parte, si la
concentracion de IGF-I circulante es baja, se observa una reduccion del diametro del foliculo
dominante y también es menor el tiempo de persistencia de este foliculo dominante (Motta et
al.,, 2011).

El foliculo dominante tiene mas receptores de LH en las células de la granulosa y por eso tiene
una ventaja competitiva sobre los foliculos subordinados (Colazo & Mapletoft, 2014); dicho
foliculo ovula en respuesta al pico de LH. Las células de la teca y granulosa se diferencian en



pequenas células luteales formando el cuerpo luteo. Los foliculos que no ovulan entran en

regresion y sufren atresia (Rodgers & Irving-Rodgers, 2010).

El desarrollo folicular tiene como finalidad la maduracién del ovocito, durante este crecimiento
los ovocitos adquieren gradual y secuencialmente la capacidad de reanudar la meiosis,
adquiriendo la maquinaria molecular y citoplasmatica necesaria para el desarrollo embrionario
(Gilchrist et al., 2008).

2.2 Maduracion del ovocito.

El ovocito madurado debe tener la capacidad de completar la meiosis y convertirse en una
célula haploide, prepararse citoplasmaticamente para la fertilizacién, reprogramar la cromatina
del espermatozoide y su propia cromatina para formar dos pronucleos funcionales, permitir el
desarrollo embrionario temprano e inducir la activacion del genoma embrionario (Gonella et
al., 2013). El ovocito para adquirir esta habilidad debe entrar en un proceso de maduracion
que abarca dos fases: la maduracion nuclear y la citoplasmatica (Sirard et al., 2006; Gonella
etal., 2013; Thompson & Gilchrist, 2013).

El ovocito durante la foliculogénesis se somete a cambios a nivel cromosdémico (maduracién
nuclear) y modificaciones citoplasmaticas (maduracion citoplasmatica) para adquirir la
capacidad de desarrollo (Coticchio et al., 2015; Gilchrist et al., 2016). Al final del proceso de
maduracién in vivo, un ovocito es liberado con la capacidad de llevar a cabo la fertilizacion y

el desarrollo embrionario (Fulka et al., 1998).

2.2.1 Maduracion nuclear.

El ovocito debe madurar a una célula haploide, lo que implica una serie de eventos a nivel
cromosomico como son la ruptura de la vesicula germinal (VG), la condensacion de los
cromosomas, alcanzar el estadio de metafase | (Ml), la expulsion del cuerpo polar y el

subsiguiente arresto meidtico en metafase Il (MIl) (Gonella et al., 2013).

El pico de LH pre ovulatorio induce la maduracion, de tal forma que un ovocito inmaduro en

estado de diploteno (profase |) continie con la meiosis hasta completar la MIl (Mehlmann,



2005; Coticchio et al., 2015); este proceso tarda 24 h a partir del pico de LH (Hyttel, 2011). La
LH induce una sefal a través de las células de la granulosa mural (Mehlmann, 2005; Dunning
et al., 2014), induciendo un pico de AMPc (Adenosin Monofosfato ciclico) en las células de la
granulosa y del camulo, y a su vez el AMPc migra desde estas células al ovocito, activando la
cinasa de proteinas A y el factor promotor de la maduracién (MPF: siglas en inglés) (Gilchrist
etal., 2016), un complejo proteico compuesto por ciclina B1 y p32cdc2 (Sirard et al., 2006). El
MPF induce el rompimiento de la VG para continuar con la meiosis (Figura 2) (Mehimann,
2005; Gilchrist et al., 2016).

El rompimiento de la VG se observa de 9 a 12 h después del pico de LH y la cromatina
gradualmente se condensa, después de 15 h los ovocitos han alcanzado la Ml y 20 h después
adquieren la Ml (Hyttel, 2011).
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Figura 2. Via de sefalizacién de la LH a través de las
células foliculares.
Gilchrist et al., 2016

Se menciona que la maduracién nuclear de ovocitos de bovino puede llevarse a cabo
espontaneamente, este fendmeno es causado cuando el ovocito es separado del liquido
folicular, eliminando factores inhibitorios que estan presentes, ocasionando que la meiosis

avance hasta alcanzar la Mll, sin un estimulo hormonal (Mehlmann, 2005; Sirard, 2011).



2.2.2 Maduracion citoplasmatica.

La capacidad de desarrollo del ovocito es un término que se utiliza para nombrar a la
maduracion citoplasmatica (Thompson & Gilchrist, 2013). El ovocito adquiere gradualmente la
maduracion citoplasmatica durante la ovogénesis y foliculogénesis donde aumenta su volumen
y diametro por acumulacién de agua, iones, carbohidratos, lipidos (Karami-Shabankareh &
Mirshamsi, 2012), ARNm, ADN mitocondrial, glutation sintetasa y proteinas que ayudan tanto
a la maduracion nuclear como a la citoplasmatica para llevar a cabo la transicién del genoma

materno al embrionario (Mota et al., 2010).

La maduracion citoplasmatica del ovocito implica modificaciones como el aumento de la
actividad de la cinasa de proteinas activada por mitégenos y del MPF; se implementan los
mecanismos necesarios para controlar y regular el aumento de la concentracion de Ca?*,
fundamental para la descondensacion de la cromatina del espermatozoide (Gonella et al.,
2013).

En el proceso de la maduracion se requiere de energia metabdlica. Los ovocitos muestran
baja actividad de la ruta glucolitica, pero en las células del cimulo dicha actividad es mayor
proporcionando al ovocito productos del catabolismo de la glucosa como el piruvato y lactato
(Cetica et al., 2002). Similarmente, la actividad de glucosa -6- fosfato deshidrogenasa
(G6PDH: siglas en inglés) es mayor en las células del camulo y de la misma manera facilita
metabolitos como el dinucleotido de nicotinamida-adenina fosfatado (NADPH: siglas en inglés)
al ovocito (Cetica et al., 2002).

La primera evidencia de maduracion citoplasmatica se observa cuando el ovocito disminuye
la actividad transcripcional por la condensacion del nacleo (Sirard et al., 2006). Ademas, la LH
contribuye a la maduracion induciendo la redistribucién de mitocondrias, ribosomas, reduccion
del aparato de Golgi, aumento en el contenido de lipidos (Sirard et al., 2006; Caixeta & Dode,
2010; Hyttel, 2011), alineamiento de los granulos corticales hacia la membrana plasmatica
(Sirard et al., 2006; Caixeta & Dode, 2010; Hyttel, 2011; Silva et al., 2011) y aumenta el nUumero
de mitocondrias en el ovocito (Dunning et al., 2014).
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Los cambios moleculares para adquirir la capacidad de desarrollo del ovocito involucran
sintesis, degradacién y modificaciones de ARNm, asi como de proteinas para la fertilizacion y
el desarrollo embrionario (Sirard et al, 2006; Caixeta & Dode, 2010). La transcripcién
disminuye cuando el ovocito completa la maduracion; este evento se observa en ovocitos de
foliculos de 3 mm, donde la transcripcion del ovocito continla a niveles inferiores, sugiriendo
que las proteinas son degradadas y los transcritos son traducidos, al momento de la activacion
del genoma embrionario (Caixeta & Dode, 2010).

Los ovocitos de foliculos antrales tienen mecanismos Unicos para sintetizar y almacenar
ARNmM, pero esta acumulacion no se observa en los ovocitos primarios (Sirard, 2011). Los
ARNSs de novo que se sintetizan en una célula somética permanecen durante 2-3 h y después
son degradados, en cambio algunos ARNs de ovocitos de mamiferos pueden permanecer
alrededor de 7 dias para la activacién del genoma embrionario (Sirard, 2011).

Las concentraciones de algunos ARNm aumentan en foliculos de gran tamafo (>8 mm):
PSMB2, SKIIP, CDC5L, RGS16, PRDX1, CCNB2, PTTG1 y CKS1. Estos genes estan
relacionados con la regulacion del ciclo, metabolismo y sefializacién celular, lo que indica que
los ovocitos competentes almacenan mayor cantidad de ARNm que codifican para proteinas
involucradas en el ciclo celular para garantizar las primeras divisiones durante el desarrollo
embrionario (Caixeta & Dode, 2010).

2.2.3 Importancia de la Glucosa -6- fosfato deshidrogenasa en la maduracion
citoplasmatica.

La G6PDH es la principal reguladora de la via de las pentosas fosfato y su funcién es proveer
unidades de ribosa fosfato para la sintesis de nucleétidos y proporcionar NADPH (Bhojwani et
al., 2007; Mota et al, 2010; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Mohammadi-
Sangcheshmeh et al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014). La via de las pentosas fosfato
también esta involucrada en la fertilizacion (Mota et al., 2010) encargandose de la reduccion
del glutation (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2011, Mohammadi-Sangcheshmeh et al.,
2012) proceso necesario para la descondensacion del espermatozoide.
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Los EGF y IGF-I estimulan la actividad de la G6PDH y existe una relacion entre el aumento de
la actividad de la via pentosas fosfato y el crecimiento celular que puede durar horas o hasta
dias (Tian et al., 1998).

El NADPH es fundamental para el crecimiento celular, debido a que es el principal agente
reductor intracelular, ademas es importante para la regulacion REDOX (Tain et al., 1998). Las
concentraciones de NADPH en el ovocito son mantenidas por dos mecanismos: mediante la
G6PDH del ovocito y a través de las células del cumulo que transfieren este metabolito al
ovocito por medio de las uniones celulares. Tales concentraciones de NADPH son necesarias
para la sintesis de lipidos y regeneracion del glutation reducido (Cetica et al., 2002).

El papel de la G6PDH es trascendental durante el crecimiento folicular (Mota et al., 2010),
ademas la enzima es sintetizada en la ovogénesis a lo largo del desarrollo del ovocito
(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014; Bhardwaj et al.,
2016). La actividad de la G6PDH aumenta durante la etapa de crecimiento y disminuye cuando
el ovocito ha completado este proceso (Opiela et al., 2008; Mohammadi-Sangcheshmeh et al.,
2011; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2012; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Su
et al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014; Bhardwaj et al,, 2016). La actividad de la
G6PDH en el crecimiento del ovocito del bovino puede tener una duraciéon de hasta 6 meses
(Gonella et al., 2013).

La baja actividad de la G6PDH se relaciona con varios indicadores de maduracién
citoplasmatica como la organizacién de los granulos corticales, actividad de las mitocondrias,

concentraciones de lipidos y glutation citoplasmatico (Yang et al., 2016).

2.2.4 Importancia de los lipidos en la maduracién citoplasmatica.

Los lipidos son moléculas hidrofébicas y anfipaticas con diversas funciones biolégicas como
fuente de energia, mediadores de senalizacion celular y forman parte de moléculas
estructurales de la membrana plasméatica y organelos (Dunning et al., 2014), ademas tienen
un papel importante en la formacion de los propiedades fisicas y funcionales de las membranas
bioldgicas (Tsuijii et al., 2001; Dunning et al., 2014), asi como en las interacciones entre célula

y célula, en la proliferacion celular y transporte intracelular e intercelular (Tsuijii et al., 2001).
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Los acidos grasos de mayor relevancia en el Utero de bovino son el oleico, palmitico, linoleico
y araquiddnico, estos tienen un papel especial en el desarrollo embrionario, por lo tanto, la
presencia de estos acidos grasos en ovocitos de bovino es diferente. El acido oleico (33.2%)
es el mas abundante del total de acidos grasos, seguido del palmitico (24.1%), linoleico
(16.8%) y araquidoénico (15.1%) (Tsuijii et al., 2001).

Los acidos grasos son almacenados intracelularmente como triglicéridos en gotas lipidicas
(Dunning et al., 2014). El papel biolégico de los triglicéridos es de almacenaje de energia
metabdlica (Tsujii et al.,, 2001; Sturmey et al., 2009), por lo que proveen una gran cantidad de
energia ante una demanda importante. La oxidacién del acido palmitico puede generar 106
moléculas de ATP (Dunning et al., 2014) comparada con la oxidacién de la glucosa de la que
solo se obtiene 38 moléculas de ATP (Ramos et al., 2006).

El nimero de gotas lipidicas presentes en el citoplasma del ovocito varia de acuerdo a la
especie, observandose mayor cantidad en ovocitos con predominancia fenotipica Bos taurus
que en ovocitos con predominancia fenotipica Bos indicus, pero este efecto se invierte cuando
se desarrollan los embriones in vitro, donde se observa mayor numero de gotas lipidicas en
Bos indicus y sus cruzas (Bos indicus X Bos taurus) que Bos taurus (Ordofez et al., 2014). Se
desconoce el mecanismo de la acumulacion de las gotas lipidicas en el citoplasma, pero se
cree que poder ser resultado de dos posibles causas: a) los embriones son capaces de
adsorber lipidos del medio de cultivo, especialmente de aquellos con abundante cantidad de
lipidos (suero), b) la acumulacion de lipidos es causada por una deficiente capacidad

mitocondrial para metabolizar los lipidos via p-oxidacion (De la Torre et al., 2006).

La actividad de la G6PDH no solo se relaciona con la maduracion citoplasmatica, sino también
hay una correlacién entre la actividad mitocondrial y la cantidad de lipidos presentes en el
citoplasma (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014; Ghoneimy et al., 2017). Los lipidos son
necesarios para los estados iniciales de desarrollo embrionario, sintesis de proteinas y ARNm,
ademas las mitocondrias pueden aumentar la produccién de ATP a partir de los &cidos grasos
(Dunning et al., 2014), proporcionando la energia que se requiere durante la maduracion del
ovocito y el desarrollo embrionario (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014).
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Los ovocitos de bovino contienen numerosas gotas lipidicas, las cuales estan asociadas con
el reticulo endoplasmico y las mitocondrias (Cetica et al., 2002). La cantidad de lipidos
presentes se ha asociado con el color del citoplasma del ovocito de bovino: transparente, café
y obscuro. Los ovocitos con citoplasma obscuro tienen mayor capacidad de desarrollo que

aquellos que son transparentes (Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014).

El citoplasma transparente contiene mayor concentracién de acidos oleico y linoleico, pero la
concentracion del &cido palmitico es similar en ovocitos con citoplasma de color transparente
y obscuro. Solo se observé mayor cantidad de acido estearico saturado en los citoplasmas
obscuros (Dunning et al., 2014). Recientemente el contenido de lipidos del ovocito es
considerado como un parametro esencial para la maduracién citoplasmatica y el desarrollo

embrionario en bovinos (Ghoneimy et al., 2017).

Las concentraciones de triglicéridos y colesterol de los ovocitos de bovino disminuyen
progresivamente durante la maduracion in vitro (MIV), fertilizacién in vitro (FIV) y desarrollo
embrionario in vitro (DEIV) (Castaneda et al., 2013); antes de la maduracién se reportan
concentraciones de 50-59 ng de triglicéridos, después de la MIV de 37-46 ng y post-fertilizacion
de 34 ng (Sturmey et al., 2009). Existen diferentes factores que modifican la concentracién de
lipidos en el ovocito, liquido y células foliculares, como son: la dieta, la condicién corporal, la
edad (novillas 6 vacas adultas), lactacion (Dunning et al., 2014) y la especie (B. taurus, B.

taurus/B. indicus 'y B. indicus) (Ordofiez et al., 2014).

2.3 Determinacion de la calidad del ovocito de bovino.

La calidad de los ovocitos es el principal factor que afecta en la PIVE (Opiela et al., 2008;
Gonella et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016), el 60% de los ovocitos de bovino recuperados
fallan en alcanzar el estado de blastocisto después de la fertilizacion (Alm et al., 2005; Opiela
et al., 2008). Este problema esta relacionado con la calidad del ovocito al inicio de la MIV (Alm
et al., 2005; Ghoneimy et al., 2017).

El bovino es una especie mono-ovulatoria por lo que la mayor parte de los foliculos y ovocitos
obtenidos estan destinados a degenerar (Blondin & Sirard, 1995; Herrad6n et al., 2007), por

ello es necesario identificar al ovocito con la capacidad para reanudar la meiosis, dividirse
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después de la fertilizacion, desarrollarse al estado de blastocisto, inducir la gestacion y llevar
a término el nacimiento (Hasan et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016; Ghoneimy et al., 2017). La
calidad de los ovocitos de bovino puede estar determinada por varios aspectos, los cuales se
agrupan en factores bioldgicos y técnicos (Bols et al., 2012). En cuanto a los biol6gicos estan
contemplados, el estado clinico y fisioldégico de las donadoras (Gonella et al., 2013) asi como
el estado del ciclo estral en el momento que son aspirados los ovocitos (Bols et al., 2012;
Quezada-Casasola et al., 2018), la fisiologia del foliculo, la estimulacién hormonal (Bols et al.,
2012), la especie y raza (Camargo et al., 2006; Bols et al., 2012; Gimenes et al., 2015; Quispe
etal., 2015; Ghoneimy et al., 2017), la edad (Caixeta & Dode, 2010; Labrecque & Sirard, 2014;
Ghoneimy et al.,, 2017; Quezada-Casasola et al., 2018), la estacionalidad (B6 et al., 2003;
Ghoneimy et al., 2017), las condiciones ambientales (Camargo et al., 2006; Gutiérrez et al.,
2014; Quispe et al., 2015; Ghoneimy et al., 2017) y el estado nutricional (Valderrama et al.,
2011; Bols et al., 2012; Quispe et al., 2015; Ghoneimy et al., 2017).

Mientras que los factores técnicos que determinan la calidad del ovocito estan relacionados
con los procedimientos de recuperacion: visualizacion del foliculo, agujas empleadas, el

método de aspiracion y obtencién del ovocito (Bols et al., 2012).

Se han descrito algunos parametros para predecir la calidad del ovocito, en un intento por
determinar su capacidad de desarrollo. La mas frecuente es la evaluaciéon de las
caracteristicas morfolégicas como: el espesor del cimulo y la homogeneidad del citoplasma
(Caixeta & Dode, 2010; Heleil & Fayed, 2010; Gonella et al., 2013; Karami-Shabankareh et al.,
2014; Salimi et al., 2014; Bhardwaj et al., 2016; Ghoneimy et al., 2017), el tamano folicular de
donde es obtenido el ovocito (Karami Shabankareh et al., 2014; Labrecque & Sirard, 2014;
Salimi et al., 2014; Ghoneimy et al., 2017) y el diametro del ovocito (Pujol et al., 2004; Heleil &
Fayed, 2010; Karami Shabankareh et al., 2014; Salimi et al., 2014; Ghoneimy et al., 2017);
ademas el momento en que se da la primera division embrionaria, se ha considerado como
indicativo de la calidad (Caixeta & Dode, 2010).

Evaluaciones de tipo celular y molecular se han utilizado para determinar la calidad del ovocito
tales como pruebas de viabilidad con MTT (azul de tiazolil) para evaluar la actividad de la
mitocondrias (Fernandez et al., 2013), las concentraciones de glutation intracelular, el cual es

un biomarcador de la maduracion citoplasmatica (Salimi et al., 2014, la tincién de Azul de Cresil
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Brillante que determina la fase de crecimiento del ovocito (Karami-Shabankareh et al., 2014;
Muasa et al., 2015; Ghoneimy et al., 2017) el estado de la meiosis antes de la MIV (Torner et
al., 2008), el numero de mitocondrias y la distribuciéon de lipidos (Castaneda et al., 2013;
Fakruzzaman et al., 2013; Ghoneimy et al., 2017).

Las evaluaciones de la calidad del ovocito tienen como objetivo determinar la capacidad de
desarrollo del mismo, por lo que es necesario describir en que se basan cada una de ellas y
sus implicaciones en la PIVE.

2.3.1 Especie y Raza.

Se obtienen ovocitos de mejor calidad, mayor nimero de ovocitos viables y mejor desarrollo
de embriones in vitro en B. indicus que aquellos obtenidos de B. taurus (Valderrama et al.,
2011; Sales et al., 2015).

La fisiologia reproductiva entre B. taurus y B. indicus es diferente en algunas caracteristicas,
tales como la duracién del estro, dinamica folicular, concentraciones de hormonas esteroideas

y la estacionalidad (Sales et al., 2015).

La duracion del estro es diferente en B. indicus y B. taurus (Bé et al., 2003); incluso se
manifiesta en animales prepuberes, siendo mas corto y menos manifiesto en B. indicus
(Reynolds et al., 1963). Sin embargo, esta caracteristica puede estar sujetaalarazaynoala
especie; la duracién del estro no mostr6 diferencia entre Angus (B. taurus) y Brahman (B.
indicus): 1942 h 'y 172 h, respectivamente (B6 et al., 2003).

Los procesos que se llevan a cabo durante la dominancia folicular son similares entre las
especies de ganado bovino, sin embargo hay diferencias en el tamafno del foliculo dominante,
siendo de mayor diametro en B. taurus que B. indicus (Robles et al., 2000; B6 et al., 2003;
Henao, 2010; Motta et al., 2011; Colazo & Mapletoft, 2014; Muasa et al., 2015), siendo de 8.5-
20 mmy 6.2-12 mm, respectivamente (B0 et al., 2003; Motta et al., 2011). Consecuentemente,
el didmetro del cuerpo lateo es mayor en B. taurus (20-30 mm) que B. indicus (17-21 mm), lo
que conlleva a que la concentraciéon de progesterona sea menor en esta ultima especie (B6 et
al., 2003; Colazo & Mapletoft, 2014).
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En vaquillas de Pardo Suizo presentaron foliculos dominantes con mayor didmetro en
comparacion con vaquillas Cebu (no se especifica la raza) (Calderén et al., 2000). Las tasas
de crecimiento del foliculo dominante y de otros foliculos es mayor en las razas europeas (1.1-

2.0 mm/dia) que en la raza Nelore (0.9 mm/dia) (Valencia et al., 2017).

La diferencia mas notable desde el punto de vista reproductivo entre las especies de bovino
son el numero de ondas foliculares por ciclo estral. Se ha mencionado que en B. taurus se
presentan 2 oleadas foliculares (81%) y 3 oleadas en B. indicus (50-60%) (Henao, 2010; Motta
et al., 2011), incluso ocasionalmente hasta 4 oleadas (5%) en esta ultima (B6 ef al., 2003;
Colazo & Mapletoft, 2014; Valencia et al., 2017). En novillas Nelore, vacas Gyr y Brahman
predominan ciclos estrales de 3 oleadas (Valencia et al., 2017). Esta diferencia en el nimero
de oleadas causa que B. indicus (Nerole y Gyr) pueda reclutar un mayor numero de foliculos
(33.4£3.2) que B. taurus (24.4+2.5) (Holstein y Angus) (Henao, 2010; Motta et al., 2011; Colazo
& Mapletoft, 2014; Valencia et al., 2017). Por esta raz6n, en B. indicus se observa una mayor
poblacién folicular (<5 mm) (Colazo & Mapletoft, 2014; Quispe et al.,, 2015). En un estudio
llevado a cabo en mas de 100 vaquillas Nelore se registraron 41.5 de foliculos >3 mm en
promedio, ademas se detectaron un nimero mayor de foliculos pequenos en novillas Brahman
que en Angus (Valencia et al., 2017). Esta diferencia se hace mas evidente cuando se utiliza
la OPU para obtener los ovocitos, donde se recuperaron 17.1 y 11.4 ovocitos de ganado Gyr
y Holstein, respectivamente (Pontes et al., 2010). Similarmente, en otro estudio se obtuvo
mayor cantidad de ovocitos de Nelore (35.2+4.8, 37.5+4.4 y 38.5+4.3) que Holstein (13.8+1.8,
16.2+2.2 y 16.2+2.3) durante tres recuperaciones diferentes, respectivamente (Gimenes et al.,
2015). Aunque, esta diferencia también se observa entre razas de la misma especie, se
obtuvieron 5.2, 7.0 y 9.1 ovocitos de ganado Holstein, Pardo Suizo y Simmental,
respectivamente (Quispe et al., 2015).

Una posible explicacién de la diferencia del desarrollo folicular entre las especies de bovino
puede estar relacionada con las concentraciones de IGF-I que son diferentes entre B. indicus
y B. taurus (Bo6 et al., 2003), ya que el mayor desarrollo folicular que se observa en B. indicus
esta asociado con un aumento en los niveles sanguineos de IGF-I (Gimenes et al., 2015). Se
ha demostrado que IGF-1y la folistatina pueden regular el reclutamiento folicular, ademas la
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administracién de la hormona de crecimiento aumenta la concentracion de IGF-I, lo que reclutd

mayor cantidad de foliculos por oleada folicular (Valencia et al., 2017).

Ademas, existen algunas diferencias del DEIV entre las especies de bovinos, incluso suele ser
diferente, si es ganado de carne o leche. Los ovocitos de razas especializadas en la produccién
de carne, son mas competentes y desarrollan a blastocisto con mas frecuencia que aquellos
ovocitos obtenidos de razas lecheras (Camargo et al., 2007; Silva et al., 2013). Por lo que el
DEIV es menor en Jersey (raza lechera) que en Nelore y Angus (razas carnicas) (Silva et al.,
2013). Similarmente, obtuvieron mayor desarrollo de blastocisto (53.4%) de Hereford
comparado con Holstein (39.5%) (Fischer et al., 2000).

La especie de la donadora es un factor importante en la cantidad de embriones desarrollados
por FIV, pero esta cualidad esta determinada por las condiciones climéticas y de zona donde
habitan las donadoras. El DEIV es mejor en B. indicus bajo condiciones tropicales (Camargo
etal., 2007). En cambio, la proporcion de blastocisto en B. taurus fue mejor en clima templado
(14°C) (Valderrama et al., 2011).

Se ha reconocido ampliamente que en B. taurus, es muy sensible al estrés caldrico,
adaptandose mejor en clima templado (Camargo et al., 2007; Valderrama et al., 2011). Los
embriones de Nelore y Brahman tienen mejor resistencia al estrés cal6rico (41°C durante 6 h)
que embriones de Jersey, Holstein y Angus (Silva et al., 2013). Esta resistencia ayuda a que
los embriones se desarrollen bajo condiciones estresantes; en investigaciones previas, han
obtenido mejor desarrollo de blastocisto (41%) de la raza Brahman durante la época de calor
(22-36 °C) que la raza Holstein (0%) (Rocha et al., 1998). Similarmente, en otro estudio
observaron mejor desarrollo de blastocisto en otras razas de B. indicus como Nelore y Gyr
(28%), en comparacion con la raza Holstein (15%) (Gimenes et al., 2015).

Esta resistencia al estrés calérico puede ser transmitida a través del ovocito y espermatozoide
de B. indicus. Los embriones obtenidos con ovocitos de Brahman y espermatozoide Angus
fueron mas termorresistentes que embriones desarrollados a partir de ovocitos Holstein y

espermatozoide Angus (Béez et al., 2010).
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Se ha determinado que las peores épocas para implementar los programas de transferencia
de embriones de B. indicus es el otofio e invierno, siendo la mejor época en verano, en cambio
en B. taurus se obtiene un mayor nimero de embriones transferibles durante la época fria
(Gutierrez et al., 2014).

2.3.2 Edad.

La edad de las donadoras puede influir sobre la calidad del ovocito (Torner et al., 2008;
Ghoneimy et al., 2017; Quezada-Casasola et al., 2018). Las vacas de 13 a 16 anos disminuyen
su fertilidad en comparacién con las jévenes de 3 a 6 afos (Labrecque & Sirard, 2014). Las
novillas B. indicus de 4-7 meses desarrollan blastocistos in vitro en proporcidén similar que las
de vacas adultas, en cambio la calidad del ovocito es similar entre novillas Holstein de 7-11
meses y vacas adultas (Camargo et al., 2006).

2.3.3 Estacionalidad y condiciones ambientales.

La duracion del dia esta ligada al desemperio reproductivo del bovino, los mecanismos por los
cuales los dias largos modifican la reproduccién en bovinos aun no estan claros, pero al
parecer esta condicion tiene un mayor efecto en ganado B. indicus que B. taurus (B6 et al.,
2003). El desempefio reproductivo de ganado B. indicus fue mejor durante el verano (Camargo
et al., 2006; Gutierrez et al., 2014; Watanabe et al., 2017) que en invierno (B6 et al., 2003); el
61% de prefiez en ganado Brahman (B. indicus) fue obtenido durante el verano y el 36% en
otono (B6 et al., 2003). Por otra parte, la eficiencia reproductiva en B. taurus es mejor durante
el otono-invierno (Camargo et al., 2006) que primavera-verano (Bé et al., 2003), pero este

efecto se le atribuye més al estrés caldrico que al fotoperiodo.

Las condiciones ambientales pueden modificar algunas funciones basicas y reproductivas del
bovino (Ghoneimy et al, 2017). El ganado B. taurus es muy sensible a los cambios
ambientales y al estrés cal6rico (Silva et al., 2013) causando un inmediato deterioro en el
desarrollo folicular (Baéz et al., 2010). El aparato reproductor femenino expuesto a
temperaturas elevadas puede afectar la foliculogénesis, disminuye el flujo de sangre hacia el
Utero y las concentraciones de progesterona (Silva et al., 2013). Se ha reportado que el estrés

calérico modifica negativamente la comunicacion intracelular entre las células de la granulosa,
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cumulo y el ovocito, y este dafo puede modificar la capacidad del ovocito para ser fecundado
y el desarrollo embrionario (Rocha et al., 1998; Baéz et al., 2010; Silva et al., 2013). Ademas,
compromete la viabilidad de las células de la granulosa y de la teca interna provocando
cambios en la esteroidogénesis (Baéz et al., 2010).

El ganado B. indicus tienen la habilidad especial para controlar su temperatura corporal, esta
caracteristica puede ser una adaptaciéon genética a nivel celular que permite a esta especie
sobrevivir en climas calurosos (Camargo et al., 2006). Ademas, el B. indicus poseen
caracteristicas anatoémicas y funcionales que le permite adaptarse a los cambios climaticos y
mayor resistencia a enfermedades (Béez et al, 2010). Por lo que en regiones tropicales
predominan el B. indicus debido a su mejor adaptabilidad al estrés cal6rico y enfermedades
parasitarias, en cambio, B. taurus tiene una mejor adaptacion en regiones templadas (Bo6 et
al., 2003; Baez et al., 2010; Rios et al., 2015).

2.3.4 Estado nutricional.

La condicion corporal es importante, debido a que refleja el estado de nutricién del animal. La
condicién corporal puede influir en la liberacién y sintesis de hormonas metabdlicas y
reproductivas, la calidad del ovocito y el desarrollo folicular (Sales et al., 2015; Maia et al.,
2017). La dieta tiene estrecha relacion con la capacidad de desarrollo del ovocito in vivo. Las
formulas de las dietas para novillas y vacas, que exceden los requerimientos nutricionales para
el crecimiento y mantenimiento respectivamente, resultan perjudiciales para la fertilizacion
(Sales et al., 2015). Por otra parte, se relaciona una mala nutricién con baja calidad de los
ovocitos, problemas para continuar con la meiosis y nimero de foliculos reclutados (Maia et
al., 2017). El desarrollo folicular es alterado por las bajas concentraciones de IGF-I circulante,
causando una reduccién del diametro del foliculo dominante (Motta et al., 2011).

2.3.5 Evaluacion del espesor del cumulo y homogeneidad del citoplasma.
La selecciébn de los ovocitos para la PIVE en ambas especies del bovino, se basa
principalmente en la evaluacién a través del microscopio de la cantidad y compactacion de las

células del cumulo alrededor del ovocito, ademas de la homogeneidad del citoplasma (Caixeta
& Dode, 2010; Mirshamsi et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016).
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Los ovocitos con mayor viabilidad presentan citoplasma homogéneo con granulaciones finas,
de coloracién marrén y completamente envueltos por varias capas de células del cumulo
dispuesta en forma compacta (Herradén et al., 2007; Gonella et al., 2013). Se ha demostrado
que existe una relacion entre la apariencia de las células del cimulo y del citoplasma con la
capacidad de desarrollo embrionario in vitro. Generalmente esta evaluacién describe 4
categorias (Herraddn et al., 2007; Caixeta & Dode, 2010; Bols et al., 2012; Gonella et al.,
2013):

» Grado 1: Son los complejos-ovocitos-cumulus (COCs) con citoplasma homogéneo con
granulaciones finas y multiples capas compactas de células del cimulo (Caixeta &
Dode, 2010). Los COCs deben presentar por arriba de 3 capas de células. La zona
pelucida llena, completa y de color marron (Gonella et al., 2013).

» Grado 2: COCs que presentan citoplasma con pequefas &reas mostrando
irregularidades y cumulo compacto menor que la categoria 1 (Caixeta & Dode, 2010),
al menos 3 capas de células (Gonella et al., 2013). Estas irregularidades pueden estar
concentradas mas en el centro, distribuidas en la periferia 0 condensadas en una sola

zona aparentando una mancha oscura (Gonella et al., 2013).

» Grado 3: Ovocito con citoplasma heterogéneo/vacuolizado (Caixeta & Dode, 2010) con
espacios entre la membrana celular y la zona peltcida (Gonella et al., 2013) cubierto
por pocas capas de células de cumulo o con pequefnas areas desnudas (Caixeta &
Dode, 2010; Gonella et al., 2013).

» Grado 4: Ovocito con citoplasma heterogéneamente pigmentado y cumulo
completamente o parcialmente ausente o expandido (Caixeta & Dode, 2010; Gonella
et al., 2013).

Los COCs clasificados como grado 1 son considerados como los mas competentes para el
desarrollo embrionario y los COCs de grado 4 son comunmente descartados para la PIVE
(Caixeta & Dode, 2010; Bols et al., 2012).
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La abundancia de las células del cimulo es importante debido a las comunicaciones a través
de proyecciones del cimulo que penetran la zona peldcida y mediante uniones comunicantes
al ovolema (Bols et al., 2012). Las células del cimulo, no solo juegan un papel importante para
la maduracién y fertilizacion, sino también para alcanzar el estadio de blastocisto (Janowski et
al., 2012).

Sin embargo, la seleccién del ovocito mediante este método aporta un vago criterio de eleccidon
(Mirshamsi et al., 2013; Bhardwaj et al., 2016). Se menciona que ovocitos con apariencia
morfolégica normal pueden encontrarse en un estado temprano de degeneracién (Karami-
Shabankareh et al., 2014; Sadeesh et al., 2014), por lo que la evaluacién morfolégica no es un
criterio suficiente para identificar a los ovocitos con las mejores cualidades para el cultivo in

vitro y garantizar el desarrollo hasta blastocisto (Opiela et al., 2008).

2.3.6 Tamano folicular.

El desarrollo folicular es un proceso clave en donde existe una relacién positiva entre el tamano
folicular y el DEIV (Caixeta & Dode, 2010; Catala et al., 2011; Ghoneimy et al., 2017). Varios
estudios han reportado que los ovocitos de foliculos grandes poseen mayor capacidad de
desarrollo que aquellos obtenidos de foliculos pequefios (Caixeta & Dode, 2010; Karami
Shabankareh et al., 2014; Labrecque & Sirard, 2014). Se obtuvo el 17.1%, 29.8% y 46.2% de
blastocistos de bovino a partir de foliculos <2 mm, entre 2 y 6 mm, y >6 mm, respectivamente
(Lonergan et al., 1994).

Los ovocitos de bovino provenientes de foliculos pequefos (<2-5 mm) poseen menores tasas
de MIV, FIV y produccién de blastocistos que los ovocitos provenientes de foliculos de mayor
tamano (>5 mm) (Gonella et al., 2013). Aunque, los ovocitos de foliculos de 2 y 3 mm pueden
tener buenos porcentajes de desarrollo embrionario (Camargo et al., 2006) y de blastocisto
(Karami Shabankareh et al., 2014), probablemente estos ovocitos provengan de pequefos
foliculos atrésicos, los cuales tienen la capacidad de dividirse, incluso desarrollar un blastocisto
(Muasa et al., 2015). Se menciona que para que el ovocito adquiera su capacidad de desarrollo

tiene que pasar por la fase de pre-maduracién que normalmente se lleva a cabo durante la
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ultima fase pre-ovulatoria justo antes del pico de LH, similarmente estos cambios suceden
durante la atresia folicular (Hendriksen et al., 2004).

Por otra parte, se han reportado que los ovocitos obtenidos de foliculos >5 mm poseen mayor
cantidad de transcritos de los genes GDF9, Oct4, Ciclina A y SLBP comparados con los
ovocitos de foliculos <2 mm. El transcrito de SLBP tiene la funcion de estabilizar, activar y la
traduccién del ARNm de histonas durante la maduracién del ovocito y fertilizacién (Caixeta &
Dode, 2010).

Se ha demostrado que en diferentes tamanos de foliculos (<3; 3-5; 5-8 y >8 mm) existe una
acumulacién gradual de ARNm especificos, importantes para la capacidad de desarrollo del
ovocito a medida que se incrementa el tamafo folicular; la mayoria de estos genes fueron
relacionados con el ciclo celular (Mourot et al., 2006). Aunque en otro estudio se encontraron
muy pocas diferencias en la cantidad de ARNm de H1Foo, H3A, GHR, GDF9, BMP15, OOSP1
a partir de diferentes tamarnos de foliculos (1.0-3.0, 3.1-6.0, 6.1-8.0 y >8.1 mm), y solo el ARNm
H2A aumentd gradualmente en relacién al tamafo folicular; esta diferencia fue méas evidente
en ovocitos de foliculos >8.1 mm (Caixeta et al., 2009). Algunos investigadores concluyen que
la capacidad de desarrollo depende de unos pequefios cambios cuantitativos de algunos
ARNm especificos (Labrecque & Sirard, 2014).

La seleccién de los ovocitos basados en el tamano folicular no garantiza el desarrollo de
embriones durante un programa de PIVE, debido a que foliculos con diametros idénticos
pueden tener diferentes caracteristicas fisioldgicas a partir de un mismo individuo (Sugulle et
al., 2008).

2.3.7 Diametro del ovocito.
El diametro del ovocito es importante para completar la meiosis y adquirir la capacidad de
desarrollo en bovino (Ghoneimy et al., 2017), caprino (Wang et al., 2012) y ovino (Karami-

Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Ghoneimy et al., 2017).

El tamarfio del ovoplasma de bovino esta relacionado con el desarrollo folicular. Se reportan
diametros de 31.6%4.3 um, 45.6£14.0 ym y >110 um, obtenidos de foliculos primario,
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secundario y terciario, respectivamente (Hyttel, 2011). Existe una relacion entre el tamano
folicular, didmetro del ovocito y DEIV de bovino (Catala et al., 2011). El diametro “critico” en el
que los ovocitos adquieren la capacidad de desarrollo, es de 110-120 um; este tamarno
corresponde en aquellos ovocitos recuperados de foliculos >3 mm (Herradén et al., 2007;
Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015); esta afirmaciéon corresponde al hecho de que el
ovocito de bovino completa su fase de crecimiento cuando se encuentra en un foliculo de 3
mm (Fair et al., 1995; Ilwata et al., 2004; Janowski et al., 2012). Asimismo, se han observado
ovocitos con baja actividad de G6PDH obtenidos de foliculos <3 mm (Muasa et al., 2015); todo
lo anterior demuestra que la seleccién de ovocitos de foliculos de 3 mm puede ser esencial

para el PIVE de bovino.

Estudios previos han determinado diferentes didmetros del ovoplasma de ovocitos de bovino
con relacién a su tamano folicular: se mencionan 122 um en foliculos = 2 mm, (Castaneda et
al., 2013); 110 um en foliculos de 3 mm (Muasa et al., 2015); 114.45 um en foliculos de 2 a 4

mmy 117 um en foliculos 24 mm (Fair et al., 1995).

Los ovocitos con diametro del ovoplasma entre 110 um (Castaneda et al., 2013) y 115 pm
(Otoi et al., 1997) pueden continuar con la meiosis y alcanzar la MIl. Los ovocitos con
didmetros de 110, 119 (Pujol et al., 2004) y 135 um (Amstrong et al., 2001) tienen la capacidad

para desarrollarse al estado de blastocisto.

Un factor importante para determinar el didmetro del ovocito de bovino es el método que se
elija para calcularlo (Castaneda et al., 2013), se han reportado dos métodos: utilizando un
ocular con regla micrométrica, se realiza la medicion en forma directa (Pujol et al., 2004;
Manjunatha et al., 2007; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012) y el otro método es la
aplicacién de softwares computacionales (Catala et al., 2011; Wang et al., 2012; Castaneda et
al., 2013). Ademas, hay que considerar otros factores: el numero de mediciones a realizar e
incluir o excluir la zona pelucida en los céalculos (Castaneda et al., 2013).
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2.3.8 Determinacion de la viabilidad de ovocitos.

La determinacion de la viabilidad de los ovocitos es otra evaluacién esencial antes de la MIV,
proporcionando un panorama sobre la calidad de los ovocitos que son utilizados para la PIVE.

El azul de tiazolil 6 MTT [3-(4,5-dimetiliazol-2-y1)-2,5- bromuro difeniltetrazolio] (Perks et al.,
2003) se ha usado para determinar la viabilidad de ovocitos de porcinos (Fernandez et al.,
2013), espermatozoides (Igbal et al., 2010), células de la granulosa en humanos (Perks et al.,
2003) y linfocitos (Mosmann, 1983).

La actividad mitocondrial del ovocito puede ser evaluada con azul de tiazolil 6 MTT (Perks et
al., 2003), un colorante de tetrazolio soluble en agua, que es convertido a un compuesto
purpura insoluble de formazan por el sistema succinato deshidrogenasa de la mitocondria
activa, donde se lleva a cabo una fragmentacién reductora del anillo de tetrazolio (Mosmann,
1983; Igbal et al., 2010). Los ovocitos viables presentaran una coloracidén purpura y en los
ovocitos no viables no se observara esta coloracion (Fernandez et al., 2013).

2.3.9 Tincion del azul de cresil brillante (BCB).

La busqueda de una prueba que logre evaluar la calidad del ovocito sin modificar su viabilidad
y que ademas le permita al ovocito continuar con su desarrollo para mejorar la PIVE (Bols et
al., 2012) ha sido motivo de varias investigaciones. Dicha prueba debe ser econdémica, facil de
implementar, que permita evaluar un gran nimero de COCs, confiable y sobre todo no invasiva
(Goovaerts et al., 2010).

En 1993 surge el primer reporte que describe el uso del azul de cresil brillante (BCB: siglas en
inglés) para identificar a los mejores ovocitos para la maduracion vy fertilizacion in vitro de

porcino (Bols et al., 2012).
ElI BCB es un colorante de fenoxazina (Azari-Dolatabad et al., 2016) que tiene como base al

acido galico que se utiliza para colorantes azules (Beyer & Walter, 1987). El BCB es un
compuesto aceptor de electrones (Alm et al., 2005; Silva et al., 2011; Karami-Shabankareh et

25



al., 2012; Karami-Shabankareh et al., 2014) transformando la fenoxazina a un componente sin
color, la Leuco-fenoxazina (Azari-Dolatabad et al., 2016).

La intensidad de la tincién de BCB esta determinada por la actividad intracelular de la G6PDH,
ya sea conservando la tonalidad de color azul o convertirlo a una sustancia incolora (Alm et
al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Manjunatha et al., 2007; Mohammadi-Sangcheshmeh et al.,
2011; Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Pawlak et al., 2014;
Karami-Shabankareh et al., 2014). Cuando el ovocito completa su fase de crecimiento la
actividad de la G6PDH disminuye y por la captacion del BCB, el citoplasma del ovocito
permanece de color azul (BCB+), por otra parte si el ovocito se encuentra en el periodo de
crecimiento, la actividad de la G6PDH es intensa por lo que metaboliza el BCB vy
consecuentemente se observa un citoplasma incoloro (BCB-) (Goovaerts et al, 2010;
Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2011; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Karami-
Shabankareh et al., 2014). Ademas, la tincién de BCB es considerada como una tinciéon de
viabilidad, debido a sus propiedades en determinar la actividad de la G6PDH (Pujol et al., 2004;
Manjunatha et al., 2007; Heleil et al., 2010; Goovaerts et al., 2010; Bols et al., 2012; Lopes et
al., 2015).

La tincion de BCB es modificada por la G6PDH, pero aun no han quedado muy claras las
bases bioquimicas que expliquen a este hecho. Sin embargo, varias interpretaciones han
intentado describir la accidén de la G6PDH: la enzima reduce directamente el BCB (Pujol et al.,
2004; Heleil et al., 2010; Opiela et al., 2010; Catala et al., 2011; Catala et al., 2012; Duarte et
al., 2013; Ashry et al., 2015; Bhardwaj et al., 2016; Rodriguez-Villamil et al., 2016), la G6PDH
degrada al BCB (Spikings et al., 2007; Sugulle et al., 2008; Egerszegi et al., 2010; Mota et al.,
2010; Kempisty et al, 2011; Su et al, 2012; Kumar & Malakar, 2013; Mohammadi-
Sangcheshmeh et al., 2014; Mohapatra et al., 2015), la G6PDH neutraliza el color azul de la
tincion causando que el ovocito no muestre alguna coloracién (Duarte et al., 2011; Silva et al.,
2011), porque el BCB es reducido por el NADPH, un producto de la acciéon de la G6PDH (Alm
etal., 2005; Silva et al., 2011; Santos et al., 2013; Azari-Dolatabad et al., 2016). De acuerdo a
argumentos anteriores, pareciera que tanto la G6PDH y NADPH pueden reducir al BCB debido
a las propiedades que posee el colorante de ser un aceptor de electrones.
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Se han publicado diversas revisiones bibliograficas que han descrito la utilidad del BCB
(Goovaerts et al., 2010; Bols et al., 2012; Opiela & Katska-Ksigzkiewicz, 2013; Ghoneimy et
al., 2017) y sus aplicaciones en bovino, caprino, porcino y ovino (Bols et al., 2012; Opiela &
Katska-Ksigzkiewicz, 2013), asi como sus desventajas (Ghoneimy et al, 2017). La
concentracion de 26 uM de BCB se recomienda para evaluar ovocitos de bovino (Ghanem et
al., 2007; Goovaerts et al.,, 2010; Mota et al., 2010; Opiela et al., 2010; Silva et al., 2011;
Janowski et al., 2012; Tabyeh et al., 2012; Fakruzzaman et al., 2013; Karami-Shabankareh et
al., 2014; Ashry et al., 2015; Karami-Sabankareh et al., 2015; Lopes et al., 2015; Mohapatra et
al., 2015; Muasa et al., 2015; Bhardwaj et al., 2016; Rodriguez-Villamil et al., 2016; Ghoneimy
etal., 2017), ovino (Catala et al., 2011; Catala et al., 2012; Mohammadi-Sangcheshmeh et al.,
2012; Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Wang et al, 2012; Mohammadi-
Sangcheshmeh et al., 2014; Azari-Dolatabad et al., 2016), caprino (Rodriguez-Gonzalez et al.,
2002; Kumar & Malakar, 2013; Abrazari-Kia et al., 2014), equino (Mohammadi-Sangcheshmeh
etal.,2011), canino (Rodrigues et al., 2009), raton (Yan-Guang et al., 2007; Salimi et al., 2014),
rata (Duarte et al., 2011) y humano (Duarte et al., 2013). En cambio, en porcinos se
recomienda una concentracion de 13 uM (Egerszegi et al., 2010; Santos et al., 2013; Pawlak
et al,, 2014; Ghoneimy et al., 2017).

Los ovarios recuperados en rastro, representan la mayor fuente disponible de ovocitos
inmaduros, pero la calidad de éstos es heterogénea (Bhojwani et al., 2007). La evaluacion de
la actividad G6PDH por medio de la tincién BCB puede convertirse en una herramienta de gran
utilidad para la PIVE (Bhojwani et al., 2007), ademas no es invasiva, lo que permite continuar
con la MIV y FIV después de la seleccién (Goovaerts et al., 2010).

La identificacién de los ovocitos con BCB, ha aumentado la produccidén de blastocistos con
respecto a un control en bovino (Pujol et al., 2004; Alm et al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Su
etal., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankarek et al., 2014), y bafalo (Heleil & Fayed,
2010; Mohapatra et al., 2015), ademas, en animales prepuberes de bovino se observan estos
beneficios (Opiela & Katska-Ksigzkiewicz, 2013). Sin embargo, algunas investigaciones en
bovino reportan que no hay diferencia en la formacion de blastocisto entre BCB+ con su
respectivo control (Mota et al., 2010; Opiela et al., 2010; Fakruzzaman et al., 2013; Opiela &
Katska-Ksigzkiewicz, 2013) (Tabla I).
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Tabla I. Porcentaje de blastocistos obtenidos de ovocitos identificados con la tincion BCB en
diferentes especies.

Especie Control % BCB+ % BCB- % Referencia
Vaquilla 5.2 12.3* 1.6 Pujol et al., 2004
Bovino 19.2 34.1* 3.9 Alm et al., 2005
Bovino 21.0 39.0* 4.0 Bhojwani et al., 2007
SCNT
Bovino 13.2 14.2** 7.6 Opiela et al., 2008
Bovino 22.7 20.3** 16.2 Opiela et al., 2010
Bovino 25.0 28.7* 16.4 Mota et al., 2010
Bovino 28.0 35.0* 10.0 Silva et al., 2011
Bovino ND 19.3 7.4 Janowski et al., 2012
Bovino 28.6 39.0* 12.1 Su etal., 2012
SCNT
Bovino 28.2 30.9** 13.0 Fakruzzaman et al., 2013
Bovino 25.7 35.7* 16.5 Mirshamsi et al., 2013
Bovino G:19.75 G: 26.65* G:10.66 Karami-Shabankareh et al., 2014
M: 19.15 M: 25.69* M: 13.25
P:11.23 P:14.76 P:5.84
Bufalo G:25.8 G: 39.1* G:129 Heleil & Fayed, 2010
M: 21.2 M: 35.2* M:10.8
P:11.2 P:18.3* P:5.7
Bufalo 14.63 43.41 22.74 Mohapatra et al., 2015
Bufalo 17.22 31.58* 7.73 Bhardwaj et al., 2016

*Significa diferencia con respecto al control.

**Significa diferencia con respecto a BCB-.

SCNT: Transferencia nuclear de células somaticas; ND: No determinado.
P: Foliculo Pequefio; M: Foliculo Mediano; G: Foliculo Grande.

2.3.9.1 Tinciéon BCB en bovino

Existen dos métodos para la obtencion de ovocitos de bovino: la aspiracion directa del ovocito
a partir de foliculos visibles de diferentes tamanos y la liberacién mecénica del ovocito en un
medio por cortes en la superficie del ovario. Estos métodos de obtencién pueden ser un factor
en la identificacién de ovocitos con BCB, debido a que el tamafo folicular determina el grado
de crecimiento del ovocito (Salviano et al., 2016). Por lo tanto, se obtienen de 48% a 76% de
ovocitos BCB+ recuperados por aspiracion de foliculos (2 a 8 mm) y 58% en promedio por

corte del ovario (Tabla Il).
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Tabla Il. Porcentaje de identificacion de ovocitos de bovino con la tincién BCB en relacion al
método de obtencion del ovocito.

Método Obtencién BCB+ % BCB- % Referencia
P:2-6 mm 66.5 33.5 Pujol et al., 2004
P: =23 mm 57.2 40.8 Manjunatha et al., 2007
P:2-8 mm 70.0 30.0 Opiela et al., 2008
P:2-6 mm 71.7 28.3 Sugulle et al., 2008
P: 3-8 mm 60.4 39.6 Mota et al., 2010
P:2-8 mm 48.6 514 Koester et al., 2011
P: 3-8 mm 65.0 35.0 Silva et al., 2011
P:3-5 mm 66.2 33.8 Janowski et al., 2012
P: 3-8 mm 54.3 45.7 Mirshamsi et al., 2013
P: <3 mm 4514 54.86 Karami Shabankareh et al.,
3-6 mm 64.56 35.44 2014
>6 mm 59.30 40.70
P:1-3 mm 73.1 26.8
3-6 mm 76.5 23.4 Muasa et al., 2015
>6 mm 88.1 11.8
P: 3-8 mm 67.5 32.5 Salviano et al., 2016
P:3-8 mm V:58.9 41.1 Maia et al., 2017
[:51.1 48.9
P:2-8 mm 54.0 46.0 Otero et al., 2017
P:2-8 mm 70.8 29.2 Quezada-Casasola et al..,
2018
C 57.9 42.1 Alm et al., 2003
C 59.4 40.6 Bhojwani et al., 2007

P: Puncion folicular; C: Corte del ovario; V: Verano; I: Invierno.

En el bovino se ha estudiado la eficiencia de la seleccién con BCB en la MIV y la FIV. La
evaluacion de la MIV demostré que ovocitos identificados con BCB mostraron mayor
porcentaje de MIl en ovocitos BCB+ que BCB- (Lekola et al., 2016), alcanzando el 72.5% (Alm
et al., 2005), 86.2% (Manjunatha et al., 2007), 65% (Silva et al., 2011), 75% (Su et al., 2012),
73.5% (Otero et al., 2017) y 78% (Maia et al., 2017).

En cuanto a la eficiencia en la fertilizacion de ovocitos identificados con BCB, se ha mostrado

mayor porcentaje en los ovocitos BCB+ comparado con los BCB-, alcanzando el 81.6% vs
55.4% (Manjunatha et al., 2007) y 61.7% vs 41.5% (Mirshamsi et al., 2013).
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Los porcentajes de division embrionaria y blastocistos de bovino identificados con el BCB
fueron similares independientemente del método de obtencion de los ovocitos. El porcentaje
de division embrionaria en ovocitos BCB+ obtenidos por puncién folicular alcanzé un maximo
de 85% y un minimo de 64%. Por corte del ovario la divisibn embrionaria fue de 78% y 72%,
respectivamente. La produccién de blastocistos con ovocitos BCB+ obtenidos por puncion
folicular consiguieron maximos de 39% y minimos de 1.5%, y por corte de ovarios fueron de
39% y 33%, respectivamente (Tabla Ill).

Tabla lll. Porcentaje de division embrionaria y de blastocistos de ovocitos de bovino
identificados por la tincién de BCB en relacién al método de obtencién del ovocito.
BCB+ BCB-
Métodode  Division  Blastocisto  Divisién  Blastocisto Referencias
Obtencion % % % %
P: 23 mm 71.2 33.4 52.2 5.2 Manjunatha et al.,
2007
P:5-8 mm 64.4 18.5 51.3 8.4 Mota et al., 2010
P: 2-8 mm 74.4 1.5 56.6 8.8 Opiela et al., 2010
P: 3-8 mm 75.0 35.0 75.0 10.0 Silva et al., 2011
P: 3-5 mm 65.4 19.3 55.8 7.8 Janowski et al.,
2012
P: 2-8 mm 71.08 39.03 47.84 12 Su et al., 2012
P:2-8 mm 79.6 30.9 72.0 13.0 Fakruzzaman et al.,
2013
P: <3 mm 82.93 14.76 39.31 5.84 Karami
3-6mm 83.51 25.69 42 .45 13.25 Shabankareh et al.,
>6 mm 85.70 26.65 41.46 10.66 2014
P:1-3 mm 72.18 18.94 67.91 9.7 Muasa et al., 2015
3-6 mm 67.87 19.45 66.66 13.72
>6 mm 80.64 29.03 - -
P: 3-8 mm 68.2 31.1 514 10.5 Salviano et al.,
2016
C 72.8 34.1 71.6 3.9 Alm et al., 2005
C 78 39 51 4 Bhojwani et al.,
2007
C 78.4 33.1 75 12.1 Torner et al., 2008

P: Puncion folicular; C: Corte del ovario.

Se ha demostrado de distintas maneras la eficiencia de la seleccion de ovocitos BCB+ de
bovino comparados con su respectivo control, el hallazgo méas importante es el aumento en el
desarrollo embrionario y la produccién de blastocistos (Pujol et al., 2004; Alm et al., 2005;
Bhojwani et al., 2007; Silva et al,, 2011; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-
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Shabankareh et al., 2014; Salviano et al., 2016; Rodriguez-Villamil et al., 2016). Ademas, es
mejor la viabilidad de los blastocistos obtenidos a partir de ovocitos BCB+ (Fakruzzaman et
al., 2013). Asimismo, con BCB+ aument6 el 10% (Su et al., 2012) y 18% (Bhojwani et al., 2007)
de embriones clonados, observandose este aumento de blastocistos también en animales
prepuberes (9.2%) (Pujol et al., 2004), pero solo aumenté en un 3% de blastocistos cuando

los ovocitos BCB+ fueron vitrificados (Rodriguez-Villamil et al., 2016).

Las investigaciones para determinar las propiedades de ovocitos BCB+ de bovino, revelaron
que contienen mayor cantidad de lipidos que los BCB-. Los acidos grasos son importantes
durante la maduracién y el desarrollo embrionario (Castaneda et al., 2013), ademas se ha
encontrado mayor cantidad de ARNm relacionada con la capacidad de desarrollo en los
ovocitos BCB+ (Ashry et al., 2015). También han encontrado diferencias en el numero de
células por blastocisto, donde fue mayor en ovocitos BCB+; se considera que el numero de
células esta relacionado con la implantacion y el desarrollo fetal (Fakruzzaman et al., 2013).

Estudios realizados en bufalo también revelan los beneficios obtenidos con los ovocitos BCB+,
donde aumentan los porcentajes de MII, divisibn embrionaria y blastocisto (Heleil & Fayed,
2010; Bhardwaj et al., 2016), ademas el numero de células por blastocisto fue mayor en
ovocitos BCB+ que BCB- (71.15 vs 52.89; 31.58 vs 7.73 y 93.14 vs 71.42) (Bhardwaj et al.,
2016), asi como también aumenté 28.78% de blastocistos clones con respecto al control
(Mohapatra et al. 2015).

Sin embargo, algunas investigaciones han cuestionado la eficiencia de la tincién BCB para
mejorar los estandares en la PIVE en bovinos (Opiela & Katska-Ksigzkiewicz, 2013). Existen
investigaciones que no encontraron diferencias en las proporciones de MIl en ovocitos BCB+
con respecto al control (Alm et al., 2005; Lekola et al., 2016; Maia et al., 2017; Ghoneimy et
al., 2017; Otero et al., 2017), e incluso, algunos autores no recomiendan el uso de la seleccién
con la tincién de BCB para mejorar la maduracién nuclear de bovino (Alm et al., 2005; Lopes
et al., 2015; Salviano et al., 2016; Maia et al., 2017; Otero et al., 2017).

Algunos estudios reportan grandes similitudes en el desarrollo embrionario entre los ovocitos
BCB+ y su control (Bhojwani et al., 2007; Sugulle et al., 2008; Su et al., 2012; Silva et al., 2011;

Fakruzzaman et al., 2013; Karami-Shabankareh et al., 2014; Salviano et al., 2016). Ademas,
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otros afirman que los porcentajes de blastocistos de ovocitos BCB+ no fueron diferentes al
control (Opiela et al., 2008; Mota et al., 2010; Opiela et al., 2010; Fakruzzaman et al., 2013,
Opiela & Katska Ksigzkiewicz, 2013). Estos resultados generan cierta duda de la eficiencia de
BCB para identificar a los ovocitos con la capacidad de desarrollo embrionario in vitro de
Bovino (Karami-Shabankareh et al., 2014; Pawlak et al., 2014).

Se ha sugerido que la tincién de BCB puede provocar cierta toxicidad en los ovocitos, debido
al tiempo de incubacién que requiere (90 min) (Pawlak et al., 2014). Algunas investigaciones
reportan indicios de apoptosis en los ovocitos BCB+ (Opiela et al., 2008; Ghoneimy et al.,
2017) y sus respectivas células del camulo (Janowski et al., 2012). Ademas, afirman que
disminuye la expresion de genes anti-apoptdticos como Bcl-2 en los ovocitos BCB+ y BCB-
después de la MIV (Opiela et al., 2008). Asimismo, en ovocitos madurados de porcinos, se ha
observado que la tincién de BCB afecta la funcion de las mitocondrias, disminuyendo el
potencial de membrana y los niveles de ATP (Santos et al., 2013).

Estos efectos secundarios negativos también se han observado en los blastocistos obtenidos
de ovocitos BCB+, los cuales mostraron actividad de caspasa-3 (enzima asociada a procesos
apoptéticos), pero este efecto no se manifiesta en BCB- y en los controles (Opiela & Katska
Ksigzkiewicz, 2013).

2.3.9.2 Relacién entre BCB y el diametro del ovocito.

Estudios previos han demostrado que los ovocitos BCB+ tienen mayor diametro que los
ovocitos BCB- de bovino (Pujol et al., 2004; Castaneda et al., 2013), bafalo (Manjunatha et al.,
2007; Bhardwaj et al., 2016), ovino (Karami-Shabankareh & Mirshamsi, 2012; Wang et al.,
2012) y caprino (Rodriguez-Gonzalez et al., 2002). Similarmente, este efecto se manifesto en
animales prepuberes de bovino (Pujol et al., 2004), ovino (Catala et al., 2011) y caprino
(Rodriguez-Gonzalez et al., 2002). Los ovocitos de mayor didmetro de ovino son obtenidos de
foliculos >5 mm (Karami-Shabakareh & Mirshamsi, 2012) (Tabla VIII). El diametro del ovocito
es muy importante para continuar con la meiosis y alcanzar la MIl (Otoi et al., 1997), asi como
el desarrollo de blastocisto (Amstrong et al., 2001; Pujol et al., 2004).
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Tabla IV. Didmetros de ovocitos identificados con BCB en diferentes especies.

Especie Donadora  Tamano Zona BCB+ BCB-  Referencia
Folicular Pellcida x+DE! X+DE!
con sin
Bovino Preplber  2-6 mm v 152+5% 147+5 Pujol et al., 2004
Bufalo Adulta >3 mm v 144+4* 1364 Manjunatha et al.,
2007
Bufalo Adulta 2-8 mm v 145+1* 13241 Bhardwaj et al.,
2016
Bovino Adulta >2 mm v 12141 12041 Castaneda et al,,
2013
Ovino Adulta 2-6 mm v 163+£3* 15917 Wang et al., 2012
Ovino Adulta >5 mm v 156+7*  153+4  Karami-
3-5mm v 154+5% 14846 Shabakareh &
>3 mm v 150+5% 1455 Mirshamsi, 2012
Ovino Adulta Corte v 147+7* 1308 Mohammadi-
Ovarico Sangcheshmeh
etal., 2012
Ovino Prepuber Corte v 123+2* 106+2 Cataldetal., 2011
ovarico
Caprino  Prepuber Corte
ovarico Rodriguez-
Grado 1 v 13615* 12749 Gonzélez et al,
Grado 2 v {36+5*% 12819 2002

Grado 3 v 435+8% 123+10
! Valores en micrémetros, *Significa diferencia estadistica (P<0.05) entre los didmetros BCB+ y BCB-.

2.3.10 Estado de la meiosis.

La evaluacién del estado de la cromatina es considerada como una evaluacién de la calidad
del ovocito (Torner et al.,, 2008); el estado de la meiosis se relaciona con la capacidad de
desarrollo del ovocito en varias especies y la condensacion de la cromatina se asocia a la
actividad transcripcional (Labrecque & Sirard, 2014).

La VG tiene un papel importante para que el citoplasma del ovocito adquiera su completa

capacidad de desarrollo (Fulka et al., 1998; Coticchio et al., 2015), debido a que la cromatina

en este estadio esta dispersa y descondesada para que la maquinaria transcripcional tenga
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acceso a multiples sitios de transcripcion (Coticchio et al.,, 2015). Los ovocitos de bovino
presentan particularmente cuatro estados distintos y progresivos de VG (VGO, VG1, VG2 y
VG3); el analisis de estos estadios refleja la dindmica en la transcripcion durante la
remodelacién de la cromatina (Labrecque & Sirard, 2014).

Los aspectos importantes para el establecimiento del desarrollo embrionario después de la
fertilizacién: son el estado apropiado de la cromatina y el ensamblaje de la maquinaria
transcripcional. Los cambios en la estructura de la cromatina, juegan un papel importante en
la reprogramacion de la expresién de los genes durante la activacién del genoma embrionario
(Torner et al., 2008).

2.4 Técnicas de obtencion de ovocitos de bovino.

Los métodos de obtencion del ovocito de bovino pueden tener influencia en la calidad de los
ovocitos obtenidos (Bols et al, 2012). Generalmente se describen cuatro métodos:
laparotomia, laparoscopia, OPU y aspiracion directa del foliculo a partir de ovarios

recuperados en rastro.

La laparotomia ventral o medial para obtencion de los ovocitos tiene algunos inconvenientes:
requiere anestesia general, la necesidad de un médico veterinario cirujano, ciertas
instalaciones, equipo y un operario para su ejecucion, ademas de las complicaciones
inherentes a toda cirugia; sin embargo, se sigue utilizando en animales prepuberes de bajo

peso y talla que no pueden ser aspirados por OPU (Gonella et al., 2013).

La laparoscopia via flanco es considerada como una técnica con alto grado de repetibilidad,
pero la visualizacion del ovario suele ser complicada y requiere de personas expertas para
realizar la recoleccién debido al riesgo de presentar adherencias en el sitio de la puncién y de
peritonitis (Gonella et al., 2013).

La OPU fue desarrollada en la época de los 80s con el fin de recolectar los ovocitos de una

manera menos traumatica que la cirugia o la laparoscopia. Entre sus principales ventajas, se

puede mencionar que es menos invasiva y su aplicacién no requiere de estimulo hormonal,
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aunque con un tratamiento hormonal se observa un mayor numero de foliculos, y aumenta la
posibilidad de ser utilizada en cualquier momento del ciclo estral, incluso en gestaciones
tempranas. Ademas, es rapida y requiere una anestesia minima. Actualmente la OPU es la
mas utilizada para la PIVE de donadoras de alto potencial genético, ya sea con propdsitos

comerciales o de investigacion (Herradon et al., 2007; Bols et al., 2012; Gonella et al., 2013).

La aspiracion de los foliculos de ovarios recuperados en rastro es el método mas comunmente
utilizado en bovino, cuando no se requiere de animales genéticamente privilegiados (Herraddn
etal., 2007; Heleil et al., 2010; Bols et al., 2012; Gonella et al., 2013), debido a que constituyen
una mayor abundancia de ovocitos para la investigacién y produccion de embriones de forma
economica (Gonella et al., 2013). La aspiracion se realiza de manera directa de los foliculos
visibles utilizando una aguja y jeringa. Sin embargo, estos ovarios contienen varios tipos y
tamanos de foliculos antrales (Sirard, 2011), por lo que este material es extremadamente
heterogéneo en términos de calidad y DEIV (Heleil et al., 2010; Gonella et al., 2013; Muasa et
al., 2015). Tal diversidad no puede ser benéfica para optimizar programas de PIVE (Sirard,
2011). Por lo que es necesario estandarizar un protocolo de seleccion de ovocitos para obtener
resultados consistentes (Heleil & Fayed, 2010).

La recuperacion de los ovarios en rastro puede contribuir a recuperar cierto lote de animales
donde se reconoce su mérito genético (recuperacion genética “beef from dairy”) (Gonella et
al., 2013).

2.5 Produccion in vitro de embriones de bovino.

Los ovocitos inmaduros obtenidos son sometidos a programas de PIVE para generar
embriones y obtener nacimientos con mejor potencial genético (Sagirkaya et al., 2006; Lopez
etal.,, 2007; Gonella et al., 2013). Estos programas dependen en gran medida de la raza, tanto
B. taurus como en B. indicus (Valderrama et al., 2011). Pero también del fin productivo (carne
o leche) (Silva et al., 2013). La PIVE se ha implementado principalmente en novillas B. taurus,
aunque en Brasil utiliza estratégicamente esta biotecnologia para mejorar su rebafno de B.
indicus (Nelore) (Muasa et al., 2015), ya que el DEIV de B. indicus es mayor que en B. taurus,
pero bajo condiciones de tropico (Valderrama et al., 2011; Sales et al., 2015).
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Independientemente de la especie de bovino, las ventajas que se obtienen al implementar un

programa de PIVE son (Herraddn et al., 2007):

» Aumenta el rendimiento de programas para la produccién de embriones a partir de
hembras con alto valor genético.

» Permite producir embriones a muy bajo costo.

» Recuperacion genética de animales sacrificados en rastro (por edad avanzada,
infertilidad o enfermedad).

» Permite el aprovechamiento de aquellas hembras con alteraciones estructurales o
funcionales del aparato reproductor.

» Facilita la utilizacion de semen sexado.

La PIVE es una biotecnologia que consta de tres técnicas fundamentales: primera, la
recuperacion del ovocito a partir del ovario y su subsecuente cultivo para su MIV, segunda, la
capacitacion del espermatozoide y la FIV; y tercera, el cultivo in vitro del cigoto para el
desarrollo del blastocisto (Lekola et al., 2016; Quezada-Casasola et al., 2018). Estos procesos
se llevan a cabo en 24 h, 48 h y 9 dias después de la obtencién y seleccién de los ovocitos,
respectivamente (Quezada-Casasola, et al., 2018).

2.5.1 Maduracion in vitro.

La MIV es una etapa decisiva en el rendimiento de la PIVE y junto a la calidad del ovocito
tienen un papel importante en la capacidad de desarrollo (Opiela & Katska-ksigzkiewicz, 2013).
La MIV es fundamental para que un ovocito pueda continuar con la meiosis hasta la MiIl,
requisito necesario para ser fertilizado y se desarrolle un embriéon. Una vez obtenidos los
ovocitos madurados pueden someterse a la FIV o pueden ser almacenados en nitrégeno
liquido por medio de la vitrificacion para su posterior uso y de esta manera preservar el material

genético (Thompson & Gilchrist, 2013).
La maduracién nuclear del ovocito bovino requiere un periodo de cultivo de 18 a 22 h y

comprende el reinicio de la meiosis desde la profase de la primera divisibn meiética hasta la
MII (segunda division meiética) (Gonella et al., 2013). De acuerdo a lo anterior, la MIV se define
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como la maduracion meidtica de COCs inmaduros (VG) para alcanzar el estadio de MII
(Thompson & Gilchrist, 2013).

La MIV aumenta los porcentajes de maduracion nuclear en especies como el ratdén, ovino
(Thompson & Gilchrist, 2013) y porcino (Lopez, 2018); en cambio, se obtiene menos del 50%
en mono Rhesus y Humano lo que significa que la especie puede ser un factor en el éxito de
la MIV (Thompson & Gilchrist, 2013). El 90% de los ovocitos de bovino alcanzan la Mll (Mucci
etal., 2006), por lo que la tasa de maduracién nuclear de ovocitos cultivados in vitro puede ser
similar a la que se encuentra in vivo (Caixeta & Dode, 2010).

Sin embargo, hay que mencionar que existen diferencias en la MIV entre las especies,
observandose que en B. indicus (Mestizas) se obtiene mayor porcentaje de ovocitos
madurados (51.47%) en comparacion con B. taurus (Mestizas) (39.62%) (Baéz et al., 2010).

La composicion de los medios que se utilizan para la MIV de bovino son diferentes, siendo el
mas comun el medio de cultivo de tejidos 199 (TCM-199) con sales de Earle, suplementado
con hormonas LH y FSH (Krisher et al., 1999; Gandhi et al., 2000; Herradon et al., 2007;
Manjunatha et al., 2007; Heleil & Fayed, 2010; Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015;
Bhardwaj et al., 2016). El medio con fluido oviductal sintético (SOF) es otro medio que se
puede utilizar para la MIV de ovocitos de bovino, pero no muestra diferencia en el porcentaje
de MIl comparado con el TCM-199 (Gandhi et al., 2000).

Es frecuente que el medio de MIV se suplemente con una fuente de proteina como suero fetal
bovino (SFB) y factores de crecimiento que ayudan para alcanzar una 6ptima expansion del
cumulo y consecuentemente mejore la maduracion del ovocito (Herradon et al., 2007; Gonella
etal., 2013).

La composicion del suero es compleja, indefinida y variable lo que ocasiona que los resultados
en la MIV sean diferentes; similarmente este problema se presenta en las hormonas de origen
hipofisarias que presentan variaciones en el grado de pureza. Una posible alternativa es el uso
de FSH y LH recombinantes, cuyo grado de pureza es mayor (Herraddn et al., 2007).
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2.5.2 Fertilizacion in vitro.

En la fecundacién in vitro existen varios factores que son importantes, pero un paso esencial
es la adecuada maduracion del ovocito. Ademas, se menciona que puede haber diferencias
de la FIV entre las especies de bovinos, asi lo demostraron Baez et al. (2010), donde
obtuvieron mayor proporcion de fertilizacion evaluada por la presencia de dos pronucleos
(14.28%) en ovocitos con predominancia B. indicus, en comparacién con B. taurus (10.22%).

El espermatozoide para que tenga la capacidad de fecundar a un ovocito tiene que pasar por
un proceso llamado capacitacién espermatica, tal evento se lleva a cabo por dos fases
simultdneas: la remocion de factores descapacitantes y estimulos capacitantes presentes en
el aparato reproductor de la hembra, los cuales producen modificaciones bioquimicas tales
como la desestabilizacion-fluidez de la membrana plasmatica y la hiperactivacion espermatica.
Ambas fases son esenciales para la reacciéon del acrosoma y la posterior penetracion del
espermatozoide al ovocito, para ello es importante la presencia de calcio extracelular (Gonella
etal., 2013).

Se menciona que algunos glucosaminoglicanos presentes en el aparato reproductor femenino
son los responsables de la eliminacién de componentes adheridos a la membrana del
espermatozoide, alteran la composicién lipidica de su membrana, aumentan la permeabilidad
de los iones de calcio y el metabolismo. Los glucosaminoglicanos son polimeros lineales
constituidos por unidades de disacaridos formados generalmente por un acido urénico y una

hexosamida (Gonella et al., 2013).

El medio de fertilizacion debe proporcionar un ambiente Optimo para la capacitacion
espermatica y la fecundacién. Es fundamental mantener el correcto metabolismo del ovocito y
las células del cumulo, asi como la funcion esperméatica (Gonella et al., 2013). La revision
bibliografica que realizaron Wrigh & Bondioli en 1981, describe que desde 1974 se ha
estudiado la FIV de bovino con diferentes medios de fertilizacién (TCM-199, solucién de
Ringer, fluido folicular, medio Tyrode y medio Ham’s F10). Actualmente se utiliza el medio
Tyrode suplementado con fuentes energéticas (piruvato y lactato) y albamina sérica (TALP)
(Coy et al., 2002; Alm et al., 2005; Herradén et al., 2007; Bassiouni & Masoud, 2010; Mota et
al., 2010; Janowski et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013). El medio TALP se suplementa con
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penicilamina (20 uM), hipotaurina (10 pg) y epinefrina (1 pg) para estimular la reaccién
acrosomal (Mota et al,, 2010; Gonella et al., 2013; Mirshamsi et al., 2013) y aumentar la
eficiencia en la FIV.

El medio amortiguado con Tris modificado (TBMm) frecuentemente es utilizado para la FIV en
porcinos, (Park & Niwa, 2009; Egerszegi et al., 2010), pero también puede ser utilizado para
bovinos, obteniendo porcentajes de fertilizacién de 87-98% (Park & Niwa, 2009). Ademas, el
TBMm promueve la monospermia en bovino (80%) en comparaciéon con TALP (40%) (Coy et
al., 2002).

La capacitacién espermatica del bovino mejora por la incorporacién de heparina al medio de
fertilizaciéon (Alm et al., 2005; Herrado6n et al., 2007; Janowski et al., 2012). La heparina es el
glucosaminoglicano mas frecuentemente utilizado para capacitar los espermatozoides bovinos
(Gonella et al., 2013). La concentracion de heparina necesaria para la capacitacién
espermatica varia desde 2 ug/mL (Gonella et al., 2013) hasta 200 ug/mL (Alm et al., 2005;
Herradon et al., 2007; Janowski et al., 2012). La catecolamina, adrenalina y el aminoacido
hipotaurina son sustancias que han sido utilizadas en los medios para realizar el proceso de
capacitacion in vitro, aumentando la motilidad espermatica y la penetracién del ovocito
(Gonella et al., 2013).

Las técnicas mas utilizadas para la separacion de los espermatozoides vivos de los demas
componentes seminales y de los crioprotectores son: swim up, gradientes de percoll y lavado
espermatico. El protocolo de swim up consiste en que los espermatozoides vivos son
separados de los muertos, plasma seminal y de los componentes diluyentes por motilidad
ascendente. En la técnica de Percoll, el semen se centrifuga, pasandolo por diferentes
gradientes de concentracion, para permitir la separacion de los espermatozoides vivos de los
deméds constituyentes del semen basandose en la diferencia de densidades (Gonella et al.,
2013).

Generalmente, el co-cultivo del espermatozoide con el ovocito es realizado por un periodo de
18 y 22 h, a una temperatura de 39 °C en una atmoésfera de 5% de CO- (Gonella et al., 2013).
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2.5.3 Desarrollo embrionario in vitro.

El objetivo de esta técnica es permitir que los ovocitos fertilizados se desarrollen hasta un
estadio embrionario en el que se pueda realizar la transferencia a una hembra receptora
(Gonella et al., 2013).

Es importante considerar el medio de cultivo embrionario que serd utilizado durante el DEIV,
el cual proporcionara los nutrientes necesarios durante el periodo de cultivo (Dorado et al.,
2006). Los medios de cultivo de embriones tratan de simular los nutrientes presentes desde el
oviducto hasta el utero (Dorado et al., 2006): electrolitos, carbohidratos, lipidos, aminoacidos
y proteinas (Gonella et al., 2013).

En el bovino se ha evaluado el DEIV usando una variedad de medios de cultivo (Gandhi et al.,
2000) cuya composicion va desde una solucion simple de sales balanceada y carbohidratos;
dentro de éstos se tiene al medio Charles Rosenkrans 1 (CR1), SOF y medio optimizado de
potasio (Sagirkaya et al., 2006; Herraddn et al., 2007; Aguirre et al., 2009), hasta componentes
mas complejos como TCM-199 suplementado con suero y/o con una monocapa de células
somaticas (Sagirkaya et al., 2006).

Los medios de cultivo embrionario pueden ser clasificados dependiendo de su composicién en
tres sistemas de cultivo: indefinido, semi definido y definido (Camargo et al., 2006; Dorado et
al., 2006; Herraddn et al., 2007; Gonella et al., 2013).

Sistema Indefinido. Son aquellos medios que son suplementados con SFB que provee de
sustancias que beneficia al DEIV, entre las cuales se encuentran: aminoacidos, vitaminas,
factores de crecimiento y sustratos energéticos que pueden estimular el desarrollo de los
estadios mas avanzados (Gonella et al., 2013). Por otra parte, también contiene compuestos
toxicos que inhiben las divisiones iniciales del embriéon (Camargo et al., 2006; Gonella et al.,
2013). Las propiedades del SFB pueden variar de un lote a otro, lo que puede influir

directamente en la produccion de embriones (Gardner & Lane, 1998).

Los embriones desarrollados con SFB pueden presentar alteraciones ultraestructurales,

aumentan la acumulacién de lipidos citoplasmaticos, anormalidades en la expresién génica,
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defectos en la compactacién y blastulacién (Gonella et al., 2013), ademas estos embriones
tienen menor resistencia a la criopreservacion (Herradon et al., 2007).

El co-cultivo es otro método del sistema indefinido, cominmente usado en laboratorios
comerciales de Brasil para producir embriones de bovino (Camargo et al., 2006). Las células
somaticas ayudan al desarrollo embrionario, debido a que eliminan sustancias toxicas como
metales pesados o hipoxantinas que pueden inducir bloqueo en dos blastémeros (Dorado et
al., 2006; Herraddn et al., 2007; Gonella et al., 2013), también metabolizan parte del oxigeno
evitando la produccién de especies reactivas de oxigeno (Lopez et al., 2007; Gonella et al.,
2013), secretan compuestos embriotroficos como factores de crecimiento (Camargo et al.,
2006; Dorado et al., 2006; Herradon et al., 2007; Gonella et al., 2013), proteinas, carbohidratos
y piruvato (Lépez et al., 2007). Sin embargo, el co-cultivo tiene algunas desventajas, ya que
las células somaticas pueden ser una fuente de variacion en los lotes de produccién de
embriones, debido a los diferentes tipos de células que se utilizan (Camargo et al., 2006;
Gonella et al., 2013).

Sistema semidefinido. En este sistema no se utiliza co-cultivo y el suero es remplazado por la
albumina sérica bovina (BSA: siglas en inglés) (Gonella et al., 2013). La BSA es una de las
proteinas mas abundantes en el aparato reproductivo de los mamiferos y tiene un papel
nutritivo durante el desarrollo embrionario post compactacion, también provee de aminoacidos

para el metabolismo del embrién (Camargo et al., 2006; Gonella et al., 2013).

Se ha demostrado que la BSA logra mejores tasas de criopreservacion embrionaria
comparada con el SFB, sin embargo, la BSA es también un componente bioldgico sujeto a
posible contaminacion que puede causar efectos contraproducentes durante la maduracién
del ovocito y el desarrollo embrionario (Gonella et al., 2013).

Sistema definido. Es un sistema libre de proteinas, la albumina es remplazada por
macromoléculas tales como alcohol de polivinilo y polivinilpirrolidona (Gardner & Lane, 1998;
Camargo et al., 2006; Gonella et al., 2013). La ventaja del sistema es que elimina los factores
desfavorables del suero, co-cultivo y albumina en los embriones producidos in vitro. Este
sistema logra un mejor control de las condiciones de cultivo, facilitando los estudios enfocados

a evaluar los requerimientos en el cultivo embrionario, sin embargo, es menor la producciéon
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de blastocistos que en sistemas semidefinidos (Camargo et al., 2006; Gonella et al., 2013). Es
por ello, que aun es limitado para su uso comercial (Gonella et al., 2013).

La fuente de energia es esencial en los diferentes sistemas de cultivo. EI metabolismo del
embrién durante los primeros estadios, justo antes de la activacién del genoma embrionario (8
a 16 blastdmeros), utiliza preferentemente piruvato, lactato y glutamina (Gardner & Lane, 1998;
Camargo et al., 2006; Mucci et al., 2006; Gonella et al., 2013; Graf et al., 2014), pero aumenta
considerablemente la utilizaciéon de la glucosa en los estadios mas avanzados del desarrollo

embrionario (Mucci et al., 2006).

La falta del metabolismo de la glucosa durante los primeros estadios del embrion estaria dada
por la baja actividad de la enzima fosfofructocinasa, que estimula la glucdlisis catalizando la
fructosa-6-fosfato para formar fructosa 1-6 bifosfato. Durante los estadios iniciales del
desarrollo embrionario existen suficientes concentraciones de ATP-ADP, ejerciendo un control
directo sobre la actividad de la enzima fosfofructocinasa (Mucci et al., 2006) y de esta manera
regular el metabolismo de la glucosa.

Al iniciar el cultivo embrionario del bovino si se utiliza un medio con elevadas concentraciones
de glucosa, ademas de no ser metabolizada por el embridn, produce un efecto inhibitorio sobre
el desarrollo embrionario (Camargo et al., 2006; Mucci et al., 2006; Gonella et al., 2013). Los
estadios iniciales del desarrollo son inhibidos por concentraciones de glucosa >3 mM (Gandhi
et al., 2000), debido a que la glucosa inhibe la cadena respiratoria (Takahashi & First, 1992) y
la fosforilacion oxidativa (Camargo et al., 2006), causando un déficit en la producciéon de ATP
(Takahashi & First, 1992).

Los embriones bovinos después de la activacién embrionaria (8 a 16 blastémeros) (Graf et al.,
2014) aumentan la demanda de energia para la compactacién y la formacion del blastocele,
disminuyen las concentraciones de ATP-ADP y con ello, la inhibicién de la fosfofructocinasa,
dando lugar un aumento de la glucolisis y el consumo de glucosa en la masa celular interna
(Tsujii et al., 2001; Mucci et al., 2006). Es recomendable aumentar la concentracion de glucosa
(5 mM) después del cuarto dia de cultivo para el desarrollo del blastocisto (Gandhi et al., 2000).

4



Los aminoacidos en los medios de cultivo son importantes para el desarrollo embrionario,
debido a que proporcionan energia (Camargo et al., 2006; Mucci et al., 2006; Gonella et al.,
2013), actuan como amortiguadores intracelulares (Gardner & Lane, 1998) y son esenciales
para la sintesis de proteinas (Takahashi & First, 1992; Mucci et al., 2006; Gonella et al., 2013).
La alanina, glutamato, glutamina, glicina, prolina y serina son mas abundantes en el oviducto
de bovino (Takahashi & First, 1992; Gardner & Lane, 1998). Los aminoacidos no esenciales
favorecen el desarrollo en estadios de 2 y 4 blastémeros, mientras que los aminoéacidos
esenciales estimulan el desarrollo de embriones de 8 blastémeros (Mucci et al., 2006).

Algunos autores sugieren que los medios con aminoacidos, debe ser remplazado cada tres
dias, debido al metabolismo de los aminoacidos aumenta las concentraciones de amonio
(Gandhi et al., 2000; Gonella et al., 2013). Sin embrago, también se ha observado que no se
afecta el desarrollo embrionario si no es remplazado el medio de cultivo, incluso se puede
obtener embriones de mejor calidad (Rodriguez et al., 2017).

3 JUSTIFICACION
3.1 Planteamiento del problema

Las razas de B. taurus como Holstein, Jersey y Pardo Suizo son las mayores productoras de
leche por lactancia (Rios et al., 2015). Por ello, esta especie es importante para México, debido
a que poco mas de la mitad de la produccion nacional de leche es obtenida de ganado B.
taurus (Villamar & Olivera, 2005). Esta es una especie econdmicamente importante debido a
que se obtiene mayor produccion de carne y leche comparada con B. indicus (Arce Recinos
etal., 2017).

Los ovocitos de B. taurus obtenidos a partir de ovarios recuperados en rastro, constituyen una
importante fuente de material biolégico para la PIVE con fines de investigacion y produccién
embrionaria (Gonella et al., 2013). Aunque los ovarios que son obtenidos por esta via tienen
varios tipos y tamanos de foliculos antrales (Sirard, 2011), la calidad de los ovocitos es
heterogénea (Heleil et al., 2010; Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015), siendo necesario el
establecimiento de un protocolo de seleccion de ovocitos B. taurus para obtener resultados
consistentes (Heleil & Fayed, 2010).
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La tincién BCB identifica a los ovocitos con la capacidad de desarrollar blastocistos en varias
especies incluyendo al bovino (Pujol et al., 2004; Alm et al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Su et
al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankarek et al., 2014). Sin embargo, la tincién de
BCB en el bovino ha tenido resultados contradictorios (Opiela et al., 2008; Mota et al., 2010;
Opiela et al., 2010; Fakruzzaman et al., 2013; Opiela & Katska Ksigzkiewicz, 2013). Es
probable que la especie puede tener una participacién importante en estos resultados, debido
a que es un factor clave en la calidad de los ovocitos y en el DEIV (Valderrama et al., 2011;
Sales et al.,, 2015). Algunos estudios no especifican la especie y la raza de bovino que
utilizaron (Janowski et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankareh et al., 2014). Por
consiguiente, es necesario un estudio que determine los pardmetros de calidad del ovocito de
B. taurus, especificamente de la raza Holstein identificados con la tincidon de BCB, evaluando
la viabilidad, estado de la meiosis, diametro del ovocito, tamano folicular, desarrollo
embrionario y la produccion de blastocistos.

3.2 Preguntas de investigacion

» ¢ Los ovocitos BCB+ de Holstein seran de mayor diametro que los ovocitos BCB-?

> ¢Los ovocitos BCB+ de Holstein se encontraran en vesicula germinal y seran viables
antes de someterlos a la MIV?

> ¢Unamayoria de ovocitos BCB+ de Holstein llegaran a la Mll y estaran viables después
de la FIV?

» ¢Los ovocitos BCB+ de foliculos grandes de Holstein se desarrollardn en mayor
proporcion al estado de blastocisto que aquellos BCB+ de foliculos pequenos?

4 HIPOTESIS GENERAL

La tincién con BCB identificara a los ovocitos de Holstein con las condiciones adecuadas
(mayor diametro, viabilidad, estado de la meiosis) para la maduracién nuclear y citoplasmaética,
aumentando la eficiencia en el desarrollo embrionario de ovocitos de foliculos de mayor

tamano.
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4.1 Hipotesis especificas.

1. Los ovocitos BCB+ de Holstein se encontraran viables y en vesicula germinal antes de la
MIV.

2. Los ovocitos de BCB+ de Holstein tendran una correlacion con el diametro de los ovocitos
y tamarno folicular.

3. Los ovocitos BCB+ de foliculos grandes de Holstein permaneceran viables después de la

FIV, lo que permitira un mejor desarrollo embrionario.

5 OBJETIVO GENERAL

Determinar la viabilidad, estado de la meiosis y diametro de ovocitos de Holstein identificados
con BCB y su relacion en la MIV, FIV y DEIV a partir de foliculos de dos tamarios diferentes.

5.1 Objetivos especificos.

» Evaluar la viabilidad y el estado de la meiosis antes de la MIV de ovocitos Holstein
identificados con la tincién de BCB a partir de dos tamarios de foliculos.

» Determinar el diametro de los ovocitos Holstein identificados con la tincion BCB a partir
de dos tamanos de foliculos.

» Evaluar la viabilidad y el estado de la meiosis después de la FIV de ovocitos Holstein
identificados con la tincién de BCB a partir de dos tamanos de foliculos.

» Evaluar el desarrollo embrionario y formaciéon de blastocistos de ovocitos Holstein
identificados con la tincién de BCB a partir de dos tamanos de foliculos.

6 MATERIALES Y METODOS

Los ovarios de B. taurus, especificamente de la raza Holstein, fueron obtenidos en un rastro
ubicado en el municipio de Temamatla, Estado de México. El semen congelado fue de un
semental Holstein comercial (Semex®, México). A menos que se indique lo contrario, todos
los reactivos utilizados fueron Marca Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Las condiciones de
incubacion en todos los procesos fueron de 38.5 °C con una atmoésfera de 5% de CO2, 95%
aire y humedad a saturacion.
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6.1 Obtencion de los ovocitos de Holstein.

Los ovarios de Holstein fueron transportados en una solucién de 0.157 M NaCl a 37 °C con
antibiéticos (7.5 Ul/mL ampicilina, 7.5 pug/mL estreptomicina y 0.015 pg/mL anfotericina)
(Pichardo et al., 2016). Los foliculos fueron medidos con un vernier y clasificados en pequefios
(FP: 2-4.9 mm) y grandes (FG: 5-10 mm). El liquido folicular fue aspirado con una aguja de
calibre 18 y una jeringa de 10 mL, que contenia 1 mL de medio de Tyrode modificado (Anexo
), suplementado con 10 mM de lactato de sodio, 0.50 mM HEPES y 0.01% de alcohol
polivinilico (TL-HEPES-PVA) con pH de 7.3-7.4 (Krisher et al., 1999; Pichardo et al., 2016).

6.2 Tincion BCB

Los COCs de los dos tamarios de foliculos fueron expuestos individualmente a la tincion de
BCB (B-5388 Sigma) diluido en solucién salina amortiguada con fosfato de Dulbecco
modificado (DPBSm) a una concentraciéon 26 uM y suplementado con 0.4% de BSA, durante
90 min en incubacion. Los COCs se clasificaron de acuerdo a la coloracién del citoplasma: con
coloracién azul (BCB+) y sin coloracién (BCB-) (Figura 3) (Janowski et al., 2012). El grupo
control se mantuvo en DPBSm el mismo tiempo que la tincion BCB.

| Figura 3. Ovocitos: A) BCB+; B) BCB-. 200a I
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6.3 Diametro de los ovocitos.

Para determinar el diametro de los ovocitos identificados con BCB fue necesario retirar las
células del caimulo. Cada ovocito fue fotografiado mediante una camara Nikon (COOLPIX S4),
y todas las medidas se obtuvieron con el programa de procesamiento de imagenes Imaged
(Figura 4) (Castaneda et al., 2013) tomando en cuenta el centro y dos ejes perpendiculares; la

zona pelucida fue incluida en las mediciones.

'

DSCN5027,9PG (G) (25%)

| .

Figura 4. Programa Imaged para determinar el didmetro del
ovocito.

6.4 Maduracion in vitro de ovocitos BCB+, BCB- y control.

Los ovocitos BCB+, BCB- y control fueron lavados tres veces en 500 yL de medio de
maduracién (In Vitro, México) compuesto por TCM-199 suplementado (Anexo Il) (Pichardo et
al., 2016). Los ovocitos fueron madurados en 45 uL de medio de maduracién (1 ovocito/10 uL)
con 10% de SFB y 0.075 Ul/mL de gonadotropina menopausica humana (Su et al., 2012),
incubados en las condiciones previamente descritas durante 24 h (Torner et al., 2008).
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6.5 Capacitacion espermatica.

El semen descongelado fue diluido 1:3 con medio TBMm (Anexo Ill) (Park & Niwa, 2009) y
centrifugado a 500 X g por 7 min (Alm et al., 2005).

El pellet fue suspendido en 1 mL TBMm suplementado con 8 mg/mL de BSA e incubado por 1
h utilizando la técnica de swim up; se recupero el sobrenadante (0.5 mL) y se diluyé con TBMm
para obtener una concentracion de 5X10° espermatozoides/mL.

6.6 Fertilizacion in vitro de ovocitos BCB+, BCB- y control.

Las células del camulo se retiraron parcialmente de los ovocitos BCB+, BCB- y control después
de la MIV y fueron transferidos al medio de fertilizacion (45 uL; 10 ovocitos) compuesto por el
medio de Tyrode con 6 mg/mL de BSA, lactato y piruvato (TALP) (Opiela et al., 2010). Los
ovocitos fueron incubados con 5 X 108 espermatozoides/mL (Sugulle et al., 2008) durante 21
h (Opiela et al., 2010).

6.7 Desarrollo embrionario in vitro BCB+, BCB- y control.

A los cigotos BCB+, BCB- y control se les retiraron de forma mecanica las células del cumulo
y fueron cultivados en co-cultivo con células de la granulosa y medios SOF1-SOF2 (In vitro,
México) por 168 h (Gandhi et al., 2000). Al inicio del cultivo se utilizé SOF1 (50 uL) por48 h'y
SOF2 (50 uL) para las restantes 120 h. Los medios de cultivo fueron suplementados con 10%
de SFB (Gandhi et al., 2000). La division embrionaria fue evaluada a las 72 h de incubacion
tomando en cuenta embriones de 2, 4, 8 blastomeros y mérulas. La produccién de blastocistos
fue evaluada a las 168 h (Figura 5). El porcentaje de blastocistos fue calculado del total de
embriones divididos por cada grupo.
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6.8 Evaluacion de la viabilidad y estado de la meiosis.

Para estas evaluaciones se utilizé una doble tincion (MTT/bisbenzimida); con la primera se
determiné la viabilidad de los ovocitos incubandolos con MTT (0.5 mg/mL) por 2 h. Se
consider6 como viable a aquel ovocito con citoplasma de color violeta y no viable sin coloracién
(Figura 6) (Fernandez et al., 2013). Los porcentajes de viabilidad se calcularon a partir del

numero de ovocitos analizados.

La segunda tincién fue para evaluar el estado de la meiosis utilizando la bisbenzimida (40
pg/mL) diluida en PBS por 45 min. Para la evaluacion se consideraron los estadios de Vesicula
Germinal (VG): cromatina dispersa; Metafase | (MI): cromatina compacta; Metafase Il (MIl):
cromatina compacta con cuerpo polar; y Fertilizado (F): presencia de dos pronucleos y cuerpos
polares (Figura 7) (Heleil & Fayed, 2010). Las observaciones se realizaron en el microscopio
de epifluorescencia (Nikon Eclipse E600) a 400X. Los porcentajes de VG, MI, MIl y F fueron
calculados a partir del niumero de ovocitos analizados. Los ovocitos en MIl + F fueron
considerados como madurados.
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Figura 7. Estados de la meiosis: A) Vesicula Germinal (VG); B) Metafase | (Ml);
C) Madurado: Metafase Il (MIl) y Cuerpo Polar (CP); D) Fertilizado (F): Dos
Prontcleos (PNs) y con dos cuerpos polares (CPs). 400a

6.9 Analisis estadistico.

Para comparar los porcentajes de los ovocitos identificados con la tincion de BCB, viabilidad,
estado de la meiosis, desarrollo embrionario y la produccion de blastocistos de ambos tamaros
de foliculos, se utiliz6 una prueba de comparaciones multiples de Duncan (Wong, 2010) y
fueron analizados usando Number Cruncher Statistical Software (NCSS'"). Los didametros de
los ovocitos seleccionados con BCB fueron analizados con la prueba de t de Student (Daniel

& Cross, 2013). Se consider6 un valor de significancia de P<0.05.

6.10 Disefio Experimental.

Se llevaron a cabo cuatro experimentos independientes para determinar la viabilidad, estado
de la meiosis, diametro del ovocito, MIV, FIV y DEIV de ovocitos de Holstein identificados con
BCB a partir de foliculos pequefios (FP; 2-4.9 mm) y grandes (FG; 5-10 mm) con sus

respectivos controles.
Experimento 1. Determinacion del diametro de ovocitos de Holstein identificados con BCB.
Las medidas de los diametros de ovocitos identificados con BCB fueron obtenidos en 463

ovocitos (4 réplicas) de los cuales 322 corresponden a FP y 141 ovocitos a FG.

Experimento 2. Evaluacion de la viabilidad de ovocitos de Holstein identificados con BCB antes
de la MIV y después de la FIV.
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Se evaluaron con MTT 406 ovocitos tefiidos con BCB (4 réplicas) antes de la MIV: 263 y 143
de FP y FG, respectivamente. En el grupo control fueron evaluados 166 ovocitos (4 réplicas):
96y 70 de FP y FG, respectivamente. Después de la FIV se evaluaron con MTT 389 ovocitos
tefidos con BCB (6 réplicas): 275 y 114 ovocitos de FP y FG, respectivamente. En el control

se evaluaron 138 ovocitos (6 réplicas): 103 y 35 de FP y FG, respectivamente.

Experimento 3. Evaluacion del estado de la meiosis de ovocitos de Holstein identificados con
BCB antes de la MIV y después de la FIV.

Se evaluaron con bisbenzimida 388 ovocitos tefiidos con BCB (4 réplicas) antes de la MIV:
248 y 140 de FP y FG, respectivamente. En el control 160 ovocitos fueron evaluados con
bisbenzimida (4 réplicas): 92 y 68 de FP y FG, respectivamente. Después de la FIV se
evaluaron con bisbenzimida 343 ovocitos tefiidos con BCB (6 réplicas): 244 y 99 ovocitos de
FP y FG, respectivamente. En el control se evaluaron 128 ovocitos que fueron tenidos con
bisbenzimida (6 réplicas): 97 y 31 ovocitos de FP y FG, respectivamente.

Experimento 4. Evaluacion del desarrollo embrionario y formacion de blastocistos de ovocitos

de Holstein identificados con BCB.

Se cultivaron 262 ovocitos tefidos con BCB para evaluar el desarrollo embrionario (4 réplicas):
193 y 69 de FP y FG, respectivamente. Para el control se cultivaron 161 ovocitos (4 réplicas):
87 y 74 de FP y FG, respectivamente.

7 RESULTADOS

En el presente estudio 1,520 ovocitos de Holstein se tiferon con BCB, el 69% fueron obtenidos
de FP (n=1,053) y el 31% de FG (n=467). Para los grupos controles se utilizaron 475y 278
ovocitos de FP y FG, respectivamente.

7.1 Tincion BCB

51



Los ovocitos de Holstein identificados por la tincion BCB mostraron un mayor porcentaje de
ovocitos BCB+ en FG en comparacién con FP (P<0.05). También se observé un mayor
porcentaje de ovocitos BCB- en FP (P<0.05) (Tabla IX).

Tabla V. Ovocitos de Holstein identificados por la tincion BCB en dos tamarios de foliculos.

Tamaho Totaln Grupo n (%zDE)

Foliculo

Pequeiio 1053 BCB+ 221(21x17)2
BCB-  832(79+19)°

Grande 467 BCB+ 220(47+18)°
BCB-  247(53+21)°

n:numero de ovocitos analizados.

Los porcentajes fueron calculados a partir de los ovocitos analizados.
Diferente Literal en columna significa diferencia significativa entre BCB+
y BCB- (P<0.05).

7.2 Diametros de los ovocitos de Holstein identificados por la tincion BCB.

Los diametros de los ovocitos fueron similares en los grupos BCB+ y BCB- de FP y FG
(P>0.05) (Tabla X).

Tabla VI. Diametro de ovocitos BCB+ y BCB- de dos tamarios de foliculos de Holstein.

Tamaio Total Grupo n(itDE)*

Foliculo n

Pequeio 322 BCB+ 61(154+7)
BCB- 261(1517)

Grande 141  BCB+ 61(15345)
BCB- 80(1506)

*Valores en micrémetros.
n: nimero de ovocitos analizados.
X+DE: Media aritmética y desviacion estandar.
El diametro en los grupos de estudio no mostraron diferencia significativa
entre BCB+ y BCB- (P>0.05).
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7.3 Viabilidad antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein identificados
con la tincion BCB.

La viabilidad antes de la MIV entre los grupos BCB+, BCB- y control de ambos tamanos de
foliculos, no mostro diferencias (P>0.05). Ademas, después de la fertilizacidén no se observaron
diferencias entre los grupos (P>0.05). La comparacién entre los resultados de viabilidad antes
de la MIV y después de la FIV fueron similares (P>0.05). (Tabla Xl).

Tabla VII. Viabilidad antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos BCB+ y BCB- de dos
tamanos de foliculos de Holstein.

Tamafo Grupo Antes MIV Después FIV
Foliculo n  Viables n(%*DE) n Viables n(%+DE)
Control 96 92(95+9) 103 97(94+11)
Pequefio BCB+ 50 44(88+11) 53 45(85+15)
BCB- 213 204(96+4) 222 199(89+11)
Control 70 68(97+4) 35 31(88+13)
Grande BCB+ 71 70(98+4) 61 54(88+13)
BCB- 72 70(97+3) 53 45(85+21)

n: numero de ovocitos analizados.
Los porcentajes fueron calculados a partir del nimero de ovocitos analizados.
Estos resultados no mostraron diferencia significativa entre BCB+, BCB- y control (P>0.05)

7.4 Estado de la meiosis antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein
identificados con la tincion BCB.

Los porcentajes de ovocitos en los estadios de VG y Ml antes de la MIV fueron similares entre
los grupos BCB+, BCB- y control de ambos tamanos de foliculos (P>0.05).

El grupo control de FP mostré mayor porcentaje de MI comparadas con los ovocitos BCB+ y

BCB- (P<0.05) después de la FIV. Todos los grupos de FG fueron similares en las proporciones
de MI (P>0.05). Los porcentajes de ovocitos madurados (MIl+F) de FP, fueron
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significativamente mayores en los grupos BCB+ y BCB- comparados con el control (P<0.05),
sin embargo, fueron similares en todos los grupos de FG (P>0.05)

Los porcentajes de fertilizacién fueron mayores en BCB+ de FP comparados con los grupos
BCB- y control (P<0.05). Sin embargo, la proporcion de fertilizacion fue mayor en BCB- de FG
comparado con los grupos de BCB+ y control (P<0.05) (Tabla XlI).

7.5 Desarrollo embrionario y blastocisto de ovocitos de Holstein identificados con BCB.
El desarrollo embrionario de los grupos BCB+ y control de FP no mostré diferencia (P>0.05),
pero ambos grupos fue mayor el desarrollo que en el grupo BCB- (P<0.05). Por otro lado, en
todos los grupos de FG fue similar (P>0.05) (Tabla XIlI).

La produccién de blastocistos fue mayor en el grupo BCB+ de FP comparado con los BCB- y

control (P<0.05). El desarrollo de blastocistos de FG fue similar entre los grupos BCB+, BCB-
y control (P>0.05) (Tabla XIII).
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Tabla VIII. Estado de la meiosis antes MIV y después FIV de ovocitos viables de Holstein identificados co

de foliculos.
Tamaho  Grupo Antes MIV Después FIV
Foliculo n(%+DE) n(%xDE)

n VG Ml n Ml MII F
Pequefio Control 92  53(58+12) 39(42+12) 97 21(21x19)2  25(25%16)2  51(53
BCB+ 44  28(64+22) 16(36+22) 45 4(916)° 6(130)° 35(78
BCB- 204 134(66+£10) 70(34x10) 199 28(14+14)°  57(28+17)2  114(5
Grande Control 68  44(65x15) 24(35%15) 31 3(10)° 7(2218) 21(6¢
BCB+ 70  42(60%10) 28(4015) 54  7(13+10)° 13(24+23)2  34(63
BCB- 70  42(60+20) 28(40+20) 45 5(11+8)° 8(18+8)2 32(71

n: niumero de ovocitos analizados. Estado de la meiosis: Vesicula Germinal (VG), Metafase | (M), Metafase Il (MIl) y

fueron identificados por la presencia del pronicleo femenino y masculino.
*Los ovocitos MII+F en conjunto, fueron considerados como madurados.

Los porcentajes fueron calculados en base a los ovocitos analizados.

Diferente literal en columna significa diferencia significativa entre BCB+, BCB- y control (P<0.05).
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Tabla IX. Divisién embrionaria y desarrollo de blastocistos de ovocitos identificados con BCB
en dos tamanos de foliculos.

Tamafho Grupo n Division Blastocisto
Foliculo n(%*DE) n(%*DE)
Control 87 50(5716)2 8(16+1)?
Pequeno
BCB+ 57 35(61+20)2 7(26+21)°
BCB- 136 73(54+15)° 9(12+4)?
Control 74 47(64£19)2 7(24+15)°
Grande BCB+ 27 17(63+21)2 3(21+£11)°
BCB- 42 32(76+13)? 5(25+12)°

n: numero de ovocitos analizados.
Diferente Literal en columna significa diferencia entre BCB+, BCB- y control (P<0.05).

8 DISCUSION

Las tecnologias reproductivas son importantes para el desarrollo de la industria ganadera,
especialmente en B. taurus (Muasa et al., 2015) del que se obtiene mayor produccién de carne
y leche comparada con B. indicus (Arce Recinos et al., 2017). En México, el ganado B. taurus
aporta el 50.6% de la produccién de leche (Villamar & Olivera, 2005), de ahi la importancia en
el pais de la presencia de la raza Holstein porque produce mayor cantidad de leche por
lactancia (Mohamed et al., 2017).

La tincién BCB se ha utilizado en varias especies incluyendo al bovino, para identificar a los
ovocitos maduros y asi obtener una mayor produccién de blastocistos (Pujol et al., 2004; Alm
etal., 2005; Bhojwani et al., 2007; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankarek
et al,, 2014). Aunque en la mayoria de los estudios no se especifican la especie o la raza de
bovino que utilizaron para la investigacién (Alm et al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Silva et al.,
2011; Janowski et al., 2012; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013; Karami-Shabankareh et
al., 2014; Salviano et al., 2016; Maia et al., 2017; Quezada-Casasola et al., 2018), lo que

dificulta elucidar conclusiones definitivas acerca de la eficiencia de la tincién BCB en bovino.
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El genotipo es un factor importante para la PIVE de bovino, porque existen diferencias en la
fisiologia reproductiva entre B. taurus y B. indicus (Sales et al., 2015). Un menor nimero de
foliculos se desarrolla por onda durante el reclutamiento folicular en B. taurus (Motta et al.,
2011), lo que significa que en esta especie se recupera un menor numero de ovocitos (Sales
et al., 2015). Ademas, la calidad de los ovocitos es mejor en B. indicus que B. taurus durante
el verano (Camargo et al., 2006). Los ovocitos de razas lecheras desarrollan en menor
proporcion al estado de blastocisto que aquellos ovocitos de razas carnicas (Camargo et al.,
2007; Silva et al., 2013). Por lo tanto, estas caracteristicas deben de tomarse en cuenta cuando
se evalla la capacidad de desarrollo de los ovocitos (Muasa et al., 2015), incluso si los ovocitos
fueron identificados con la tincion BCB.

Se ha cuestionado la eficiencia de la tincion BCB en bovino, debido a que los porcentajes de
blastocistos de BCB+ no fueron mejores que los obtenidos en su respectivo control (Opiela et
al., 2008; Mota et al., 2010; Opiela et al, 2010; Opiela & Katska Ksigzkiewicz, 2013;
Fakruzzaman et al., 2013). Evaluar los parametros de calidad del ovocito de Holstein
identificados con BCB, tales como el diametro, estado de la meiosis y viabilidad, pueden
ayudar a aclarar la discusion sobre la eficiencia de la tincién para la MIV, FIV, DEIV y
produccién de blastocistos.

8.1 Tincion BCB.

Las investigaciones previas de la tincion con BCB realizadas en bovino, mostraron que son
mayores los porcentajes de BCB+ que BCB-, independientemente del método de obtencién
del ovocito, ya sea por aspiracién o por corte del ovario (Alm et al., 2003; Bhojwani et al., 2007;
Muasa et al., 2015; Koester et al., 2011; Otero et al., 2017; Quezada-Casasola et al., 2018).
En el presente estudio se obtuvo mayor nimero de ovocitos de Holstein provenientes de FP,
pero solo el 21% fueron BCB+; es posible que estos ovocitos puedan tener la capacidad de
desarrollo suficiente para alcanzar el estado de blastocisto. Los ovocitos de foliculos de 2-3
mm pueden tener buen desarrollo embrionario (Camargo et al., 2006), ademas de producir
blastocistos (Karami Shabankareh et al., 2014); es probable que estos ovocitos provengan de
pequenos foliculos atrésicos, los cuales tienen la capacidad de desarrollo suficiente para
dividirse, incluso desarrollar un blastocisto (Muasa et al., 2015), debido a que los procesos de

pre-maduraciéon donde se adquiere la capacidad de desarrollo son muy similares a los
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procesos que se llevan a cabo durante la atresia folicular (Hendriksen et al., 2004). De acuerdo
a lo anterior se puede justificar la presencia de BCB+ de FP. Por otro lado, los porcentajes de
BCB- de FP fueron mas altos, esto sugiere que los ovocitos continian en su fase de
crecimiento (lwata et al., 2004) y que puede ser una caracteristica esperada de los ovocitos
de FP.

Una caracteristica que ha sido reportada anteriormente y se observo en el presente estudio
fue la menor disponibilidad de FG de la raza Holstein, lo que se sugiere que este efecto es
consecuencia de la raza (Calderén et al., 2000; Valencia et al., 2017) y la especie (Colazo &
Mapletoft, 2014). Esta afirmacién se basa en que el numero de foliculos que se desarrollan
durante cada ciclo en B. taurus (Angus y Holstein) es menor que en B. indicus (Brahman,
Nelore y Gyr) (Colazo & Mapletoft, 2014; Valencia et al., 2017). En el presente estudio, las
proporciones de ovocitos BCB+ y BCB- fueron similares de FG, aunque se observé mayor
porcentaje de ovocitos BCB+ en comparacion con lo observado en BCB+ de FP. Esta claro
que el crecimiento folicular es esencial para la maduracion final del ovocito (lwata et al., 2004),
donde los foliculos de mayor tamafo tienen mejor capacidad de desarrollo (Karami-
Shabankareh et al., 2014).

Es necesario considerar que la calidad de los ovocitos expresada en aquellos BCB+, puede
estar influenciada por otros factores que son consecuencia de los ovocitos recuperados de
ovarios obtenidos de rastro, ya que el desconocimiento del estado nutricional y la baja
condicion corporal de las donadoras, puede influir en la capacidad de desarrollo del ovocito in
vivo (Sales et al., 2015; Maia et al., 2017); también la edad es desconocida, las vacas adultas
(13-16 anos) disminuyen su fertilidad en comparacion con las jovenes (3-6 anos) (Labrecque
& Sirard, 2014).

8.2 Diametros de los ovocitos de Holstein identificados por la tincion de BCB.

El didmetro del ovocito es considerado como un indicador de la calidad del ovocito, debido a
que existe una relacién entre el didmetro del ovocito y el desarrollo de blastocistos en bovino,
caprino, ovino, bufalo y porcino (Pujol et al., 2004; Heleil et al., 2010). El tamafo del ovocito

es importante para completar la meiosis y adquirir la capacidad de desarrollo de bovinos (Wang
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et al., 2012). El didmetro “critico” del ovoplasma de bovino para adquirir la capacidad de
desarrollo es de 110-120 um, este diametro corresponde de ovocitos obtenidos de foliculos >3
mm (Herradon et al., 2007; Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015).

La tincién BCB puede identificar a los ovocitos de mayor tamano (Rodriguez-Gonzalez et al.,
2002; Pujol et al., 2004; Karami-Shabankareh & Mirshamsi 2012), entonces los ovocitos BCB+
tienen un didmetro mayor que los BCB- de bovino (Pujol et al., 2004; Castaneda et al., 2013)
y bufalo (Manjunatha et al., 2007; Bhardwaj et al., 2016).

Sin embargo, los diametros de los ovocitos BCB+ y BCB- de Holstein obtenidos en el presente
estudio fueron similares en ambos tamanos de foliculos. Similarmente, Castaneda et al. (2013)
obtuvieron los mismos resultados, pero con ovocitos de foliculos >2 mm. Esta claro que el
ovocito bovino no aumenta su diametro en relacion al desarrollo folicular y completa su periodo
de crecimiento en el foliculo de 3 mm (Fair et al., 1995; Ilwata et al., 2004; Janowski et al.,
2012), ademas se reporta una baja actividad de G6PDH de ovocitos obtenidos de foliculos <3
mm (Muasa et al, 2015). Considerando estos argumentos y en base a los resultados
obtenidos, el diametro del ovocito de bovino como parametro de calidad no puede ser tomado
como método confiable para predecir la capacidad de desarrollo.

8.3 Viabilidad antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein identificados
con BCB.

La viabilidad es otro parametro esencial para proporcionar un panorama sobre la calidad de
los ovocitos identificados con BCB. En el presente estudio, la viabilidad de ovocitos BCB+,
BCB- y control de ambos tamarnos de foliculos fue similar antes de la MIV y después de la FIV.
Algunos estudios han considerado que el BCB puede ser utilizado como una tincion de
viabilidad, debido a sus propiedades para determinar la actividad de la G6PDH y no ser
invasiva (Pujol et al., 2004; Manjunatha et al., 2007; Goovaerts et al., 2010; Heleil et al., 2010;
Bols et al., 2012; Lopes et al., 2015).
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8.4 Estado de la meiosis antes de la MIV y después de la FIV de ovocitos de Holstein
identificados con BCB.

El estado de la cromatina antes de la MIV esta relacionado con la capacidad de desarrollo
(Labrecque et al., 2014) y es considerada como una evaluacion de la calidad del ovocito
(Torner et al. 2008). El estado de VG fue similar en los ovocitos BCB+, BCB- y control de
ambos tamarios de foliculos. Esta claro que la VG tiene un papel importante, ya que en este
estadio la cromatina esta dispersa y descondesada, lo que permite que la maquinaria
transcripcional tenga acceso a multiples sitios de transcripcién (Coticchio et al., 2015) y de
esta manera adquirir la capacidad de desarrollo (Fulka et al., 1998; Coticchio et al., 2015). Los
resultados obtenidos concuerdan con un estudio realizado en bufalo, donde los porcentajes
de VG fueron similares en ovocitos BCB+, BCB- y control de tres tamarios de foliculos (Heleil
& Fayed, 2010). Sin embargo, se menciona que en BCB- (81%) es mayor la presencia de VG
que en BCB+ de bovino (68%) (Torner et al., 2008).

En el presente estudio los porcentajes de ovocitos en Ml de los grupos BCB+, BCB- y control
fueron similares en ambos tamaros de foliculos. Los ovocitos que completaron la fase de
crecimiento tienen la habilidad de formar la placa metafasica (Sirard et al., 2006; Hyttel et al.,
2011) y en el caso particular del bovino puede llevarse a cabo en ovocitos recuperados a partir
de foliculos de 3 mm, tamafno en que el ovocito completd su crecimiento (lwata et al., 2004;
Janowski et al., 2012). Otro factor que puede explicar la presencia de ovocitos en MI, sucede
que los ovocitos cuando son extraidos de los foliculos pueden continuar espontdneamente con
la meiosis (Sirard et al., 2006; Mare, 2011), debido a la eliminacion de factores inhibitorios
presentes en el liquido folicular (Sirard et al., 2006; Mare, 2011).

El punto final de la maduracién in vivo es la liberacion de un ovocito madurado (Mll), con
capacidad de llevar a cabo el desarrollo embrionario normal (Fulka et al, 1998). Los
porcentajes de MIV entre especies pueden ser diferentes, los ovocitos de predominancia
fenotipica B. indicus alcanzan el estado de MIl en mayor proporcién que los obtenidos de
predominancia fenotipica B. taurus (Baez et al., 2010). Sin embargo, en el presente estudio
aumento el porcentaje de maduracién de ovocitos BCB+ de Holstein del FP con respecto al
control. Por lo que la tincion de BCB identifica a los ovocitos de Holstein con mayor capacidad

para alcanzar la Ml de FP. Interesantemente, los ovocitos de FG de Holstein no mostraron un
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aumento en la proporcion de MIl en ninguno de los grupos (BCB+, BCB- y control). Los
ovocitos de FG al estar mas desarrollados que los FP, pueden iniciar la maduracion nuclear
con mayor facilidad, independientemente de la fase de crecimiento del ovocito, debido a la
maduracién espontanea (Sirard et al., 2006; Mare, 2011).

También se observo en el presente estudio que la proporcidén de ovocitos maduros de BCB+
no aumento con respecto a su contraparte BCB- de ambos tamarios de foliculos. Estos
resultados respaldan la afirmacion, que la seleccion por BCB no es eficiente herramienta para
aumentar las proporciones de MIl de bovino (Alm et al., 2005; Lopes et al., 2015).

De acuerdo a lo observado, y a lo reportado por otras investigaciones, no se recomienda el
uso de la seleccion con la tincion de BCB para mejorar la maduracion nuclear de bovino (Alm
et al., 2005; Lopes et al., 2015; Salviano et al., 2016; Maia et al., 2017; Otero et al., 2017),
debido a que los porcentajes de MIl y su respectivo control fueron muy similares (Alm et al.,
2005; Lekola et al., 2016; Ghoneimy et al., 2017; Maia et al., 2017; Otero et al., 2017).

Por otro lado, la fertilizacion obtenida de ovocitos Holstein identificados con la tincién de BCB
fue contradictoria, debido a que las proporciones de fertilizacién fueron mayores en dos
grupos: BCB+ (78%) de FP y BCB- (71%) de FG. Es posible que estos ultimos contengan
ovocitos mas competentes, debido a que provienen de foliculos subordinados, donde estos
fueron seleccionados naturalmente para la atresia y manifiestan cambios muy similares a los
que se llevan a cabo durante la fase pre-ovulatoria como un pico de progesterona vy
androgenos por la actividad de la aromatasa y un descenso en el mantenimiento del ovocito
por parte de las células de la granulosa (Sirard, 2011). Ademas, se menciona que los ovocitos
BCB- de bovino estan mejor sincronizados en la maduracién citoplasmatica que los BCB+
(Pawlak et al., 2014).

Sin embargo, los porcentajes de fertilizacion de ovocitos BCB+ son mejores que los BCB- de
bovino (Mirshamsi et al., 2013) y Bafalo (Manjunatha et al., 2007). Ademas, la especie es un
factor que puede influir en los porcentajes de FIV, siendo que en ovocitos de predominancia
fenotipica B. taurus se observa menor proporcion de dos pronucleos que en ovocitos de

predominancia fenotipica B. indicus (Baez et al., 2010).
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8.5 Desarrollo embrionario y produccion de blastocisto de ovocitos identificados con
BCB.

Los programas de PIVE bovinos dependen en gran medida de la especie (B. taurus o B.
indicus) (Valderrama et al., 2011), la raza (Satrapa et al., 2011) y el fin productivo, donde se
obtiene mejor DEIV con las razas carnicas que las razas lecheras (Fischer et al., 2000;
Kadarmideen et al., 2015). El DEIV de B. indicus es mejor bajo condiciones de trdpico (Sales
et al., 2015), ademas es mayor el numero de embriones producidos por sesién de OPU
utilizando semen sexado (XX) en B. indicus (Gyr) que B. taurus (Holstein) (Pontes et al., 2010).

El clima influye de manera directa el DEIV de la especie y raza del bovino. En las zonas
tropicales es mejor el DEIV de razas resistentes al estrés caldrico (Brahman), en comparacion
de razas que no son resistentes como Holstein y Angus (Satrapa et al., 2011). Los ovocitos de
la raza Brahman (B. indicus) poseen genes termo-tolerantes con la capacidad de resistir las
condiciones ambientales del tropico y pueden desarrollar mayor cantidad de embriones (Baez
et al., 2010; Valderrama et al., 2011). Asimismo, se menciona que el espermatozoide (B.
indicus) puede transmitir la capacidad termo-tolerante a los embriones producidos in vitro
(Baez et al., 2010).

Esta claro que B. taurus, presenta una menor eficiencia de la PIVE, ante elevadas
temperaturas (B6 et al., 2003), debido a que los ovocitos de esta especie muestran menor
resistencia al estrés (Sales et al., 2015). En un estudio llevado a cabo con ovocitos Holstein
sometidos a estrés calérico, se mostré una menor proporcion de fertilizacion y baja capacidad
de desarrollo (Camargo et al., 2007). La produccién de blastocistos de B. taurus se mejora en
la época de frio y clima templado (Rocha et al., 1998; B6 et al., 2003; Valderrama et al., 2011),
asi lo demostraron Valderrama et al. (2011); en una regién con clima habitual de 14° C, donde
obtuvieron mayor proporcién de blastocisto en B. taurus (probablemente de la raza Holstein)

que B. indicus.

Los porcentajes de desarrollo embrionario de ovocitos BCB+ son similares
independientemente del método de obtencion del ovocito. En el presente estudio, los ovocitos
BCB+ y el control de FP mostraron mayor desarrollo embrionario en comparacién con los BCB-

. Por lo tanto, la tincion de BCB identifica a los ovocitos Holstein de foliculos de 2.0-4.9 mm
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con gran capacidad de desarrollo. Es frecuente que los ovocitos de mayor capacidad de
desarrollo se encuentren en foliculos de mayor tamano, pero algunos de foliculos pequefos
(2-4 mm) pueden tener la capacidad suficiente para dividirse después de la fertilizacion
(Blondin & Sirard, 1995); esto concuerda con lo reportado por Muasa et al. (2015) quienes
observaron en la raza Boran (B. indicus) que los ovocitos BCB+ de foliculos pequefios (1-3
mm) mostraron baja actividad de la G6PDH y fueron competentes para el DEIV. Ellos
mencionan que posiblemente algunos foliculos pequefios estaban en un proceso atrésico por
lo que presentaban una baja actividad de la G6PDH (Muasa et al., 2015), se ha demostrado
que los COCs de B. taurus (probablemente de la raza Holstein) con signos de atresia temprana
determinada por su aspecto morfolégico (leve expansion de las células del cumulo periféricas
y citoplasma granulado), parece tener similar o mayor capacidad de desarrollo que los
considerados morfolégicamente normales (Blondin & Sirard, 1995; de Wit et al., 2000; Vélez
et al.,, 2017). Los procesos de pre-maduracion para adquirir la capacidad de desarrollo del
ovocito que normalmente se lleva a cabo durante la ultima fase pre-ovulatoria, también
suceden durante la atresia folicular, es por ello que los foliculos morfolégicamente atrésicos
tienen COCs con cumulus compactos y obscuros, pero estos ovocitos desarrollan mas
blastocistos que aquellos COCs con cumulus compactos y brillantes provenientes de foliculos
no atrésicos (Hendriksen et al., 2004). Ademas, los porcentajes de division y blastocisto fueron
mejores en ovocitos con citoplasma granular (signos de atresia temprana) en comparacion con
ovocitos con citoplasma homogéneo (Blondin & Sirard, 1995; Vélez et al., 2017). Puede ser
que durante los procesos de la atresia temprana algunos genes se expresan y almacenan
biomoléculas que son necesarias para el desarrollo embrionario, lo que los hace mas
competentes en comparacion con los ovocitos no atrésicos que son idéneos para la PIVE
(Vélez et al., 2017).

En investigaciones previas donde han relacionado la atresia con la capacidad de desarrollo de
los ovocitos (Blondin & Sirard, 1995; de Wit et al., 2000; Li et al., 2009; Vélez et al., 2017) se
menciona que la atresia “temprana” no interfiere en el DEIV como se pensaba con anterioridad
(Blondin & Sirard, 1995). Los foliculos terciarios atrésicos conservan sus funciones, secretando
cantidades considerables de hormonas esteroideas (Blondin & Sirard, 1995), sin embargo la
degeneracion del foliculo causa un descenso gradual de las concentraciones de testosterona
y 17p-estradiol, aumenta los niveles de progesterona por la disminucion de la actividad de

aromatasa y desmolasa, estos cambios son similares a las modificaciones que se llevan a
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cabo después del pico de LH y puede por lo tanto, influenciar en la capacidad de desarrollo de
los ovocitos inmaduros (de Wit et al., 2000). Ademas, se menciona que los ovocitos con signos
de atresia temprana muestran mayor capacidad de desarrollo, estos ovocitos muestran mayor
expresion del gen MASTER, relacionado con la capacidad de desarrollo (Vélez et al., 2017).
Por otra parte, se comenta que los COCs atrésicos pueden reanudar la meiosis, siendo uno

de los puntos criticos para la PIVE (de Wit et al., 2000).

Por otro lado, la divisién embrionaria de FG fue similar en los ovocitos BCB+, BCB- y control.
La tincién de BCB no identifica a los ovocitos de Holstein con mayor capacidad de desarrollo
a partir de foliculos >5 mm, se ha demostrado que los porcentajes de desarrollo embrionario
de B. taurus fueron similares entre BCB+ y el control (Fakruzzaman et al., 2013). Ademas, se
mencionan que los ovocitos BCB+ de foliculos >6 mm no aumentan el desarrollo embrionario

en comparacién con su respectivo control (Karami-Shabankareh et al., 2014).

Existe controversia en cuanto al uso de la BCB, ya que mientras algunos reportes afirman un
aumento en el desarrollo embrionario de BCB+ con respecto al control (Pujol et al., 2004;
Mirshamsi et al, 2013), otros estudios reportan resultados similares en el desarrollo
embrionario entre los ovocitos BCB+ y su control (Bhojwani et al., 2007; Sugulle et al., 2008;
Silva et al., 2011; Su et al., 2012; Fakruzzaman et al., 2013; Karami-Shabankareh et al., 2014;
Salviano et al., 2016). Es probable que estas variaciones en los resultados sea consecuencia
de aspectos de tipo bioldgico, consecuentemente provocan variaciones en el DEIV, tales como
la especie (Ghoneimy et al., 2017) raza (Quispe et al., 2015), estado nutricional (Valderrama
et al., 2011; Quispe et al., 2015), edad (Quezada-Casasola et al., 2018) y las condiciones

ambientales (Valderrama et al., 2011).

El proceso DEIV tiene como finalidad que los ovocitos fertilizados in vitro se desarrollen hasta
el estado de blastocisto y realizar la transferencia a una receptora (Gonella et al., 2013). Pero
existen varios factores que influyen en la produccién de blastocistos como la especie y raza
de la donadora (Fischer et al., 2000; Silva et al., 2013) y el fin productivo: carne (Hereford) y
leche (Holstein) (Fischer et al., 2000; Kadarmideen et al., 2015). En un estudio llevado a cabo
por 17 afos de un centro de PIVE de bovino, se demostrdé que se obtiene mayor cantidad de
blastocistos de B. indicus (Gyr) por sesion de OPU que de B. taurus (Holstein) (Pontes et al.,
2010; Watanabe et al., 2017). Ademas, los ovocitos de ganado de carne (Hereford: Fischer et
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al., 2000; Senepol: Watanabe et al., 2017) tienen mayor eficiencia para desarrollar el estado
de blastocisto que aquellos provenientes de vacas lecheras (Holstein: Fischer et al., 2000;
Watanabe et al., 2017).

Esta claro que el clima es otro factor importante en la produccion de blastocisto en relacién a
la especie de bovino, es mejor la produccion de blastocisto de B. taurus en climas frios y
templados en comparacién con clima caluroso (Rocha et al., 1998; B6 et al., 2003; Valderrama
etal., 2011). Contrariamente a este suceso, obtuvieron mejor proporcién de blastocistos de B.
indicus en climas calorosos y tropicales que en climas templados (B6 et al., 2003; Satrapa et
al., 2011; Silva et al., 2013; Watanabe et al., 2017).

En el presente estudio, la produccién de blastocistos Holstein fue mayor en los ovocitos BCB+
(26%) que en los BCB- (12%) de FP, ademas esta proporcién de blastocistos de FP fue similar
a aquellos ovocitos BCB+ (21%) de FG. Estos resultados coinciden con lo reportado por Muasa
et al. (2015) utilizando la raza Boran (B. indicus), quienes obtuvieron similar cantidad de
blastocistos de foliculos de 1-3 mm y >3-6 mm. Previamente, Blondin & Sirard (1995), han
indicado que los ovocitos de foliculos de 2-4 mm tiene similar capacidad de desarrollo que
aquellos obtenidos de foliculos mayores a 4 mm. Es posible el desarrollo del blastocisto a partir
de un ovocito de foliculo pequefio (3 mm), debido a que no esta influenciado por un foliculo
dominante; la proporcion de ovocitos que desarrollaron blastocistos fue mayor en ausencia

(44.8%) que en presencia de un foliculo dominante (36%) (Hendriksen et al., 2004).

Por otra parte, la produccién de blastocistos de BCB+ y BCB- de FG fue similar en el presente
estudio. Independientemente de la tincién, los ovocitos de FG fueron seleccionados
naturalmente durante el reclutamiento folicular por factores endocrinos y paracrinos
(Maldonado et al., 1997; Sirard et al., 2011; Silva & Figueiredo, 2016), siendo posible que estos
ovocitos puedan expresar algunos genes y almacenamiento de algunas biomoléculas que
proporcionen la capacidad de desarrollo (Vélez et al., 2017); estas caracteristicas pueden ser
la causa de una proporcion similar de la produccion de blastocisto de BCB+ y BCB- de FG

encontrada en el presente estudio.

Por otra parte, se han obtenido resultados diferentes a lo observado en la presente

investigacion, donde aseguran que aumenta la produccién de blastocistos de bovino en
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ovocitos BCB+ recuperados de foliculos medianos (25.69%) y grandes (26.65%) comparados
con los pequerios (14.76%) (la especie y raza son desconocidos) (Karami-Shabankareh et al.,
2014). Similarmente han encontrado que los BCB+ de foliculos mayores a 6 mm tienen
mejores proporciones de blastocistos comparados con BCB+ de foliculos 1-3 mm, pero
utilizando la raza Boran (B. indicus) (Muasa et al., 2015). Sin embargo, este efecto no se
observd en el presente estudio utilizando ovocitos de Holstein, donde los porcentajes de
blastocistos fueron similares en ovocitos BCB+ de ambos tamarios de foliculos. Es probable
que la especie y la raza sea un factor importante en la eficiencia de la tincién de BCB para
identificar al ovocito con la capacidad de desarrollo, aunque algunos investigadores han
concluido que independientemente de la especie, los ovocitos de FG tienen mayor capacidad
de desarrollo que los FP (Lonergan et al., 1994; Karami-Shabankareh et al., 2014).

La principal ventaja de la tincion BCB en bovino, es la identificacién de los ovocitos para
aumentar la produccién de blastocistos comparados con un control (Pujol et al., 2004; Alm et
al., 2005; Bhojwani et al., 2007; Silva et al., 2011; Su et al., 2012; Mirshamsi et al., 2013;
Rodriguez-Villamil et al, 2016). Sin embargo, los resultados en bovino han sido
controversiales (Opiela et al., 2013) y mencionan que la produccién de blastocistos de BCB+
es similar al control (Opiela et al., 2008; Opiela et al., 2010; Opiela & Katska Ksigzkiewicz,
2013; Fakruzzaman et al., 2013). Pero, en estos estudios no hacen mencion de factores que
pueden influir la produccién de blastocisto. Esta claro que la especie, la raza (Camargo et al.,
2007; Valderrama et al., 2011) y el estado nutricional (Ghoneimy et al., 2017) pueden ser
algunas causas que influyen en la produccién de blastocisto.

Los ovocitos obtenidos y utilizados para esta investigacion fueron de ovarios de rastro, siendo
una manera economica y de mayor abundancia de ovocitos para la investigacion y produccion
de embriones (Gonella et al., 2013). Pero estos ovarios contienen varios tipos y tamanos de
foliculos antrales (Sirard, 2011), consecuentemente los ovocitos son extremadamente
heterogéneos en términos de calidad y DEIV (Gonella et al., 2013; Muasa et al., 2015).
Desafortunadamente tal diversidad no puede ser benéfica para optimizar programas de PIVE
(Sirard, 2011).

Por otro lado, se ha analizado las propiedades de los ovocitos BCB+ y hacen mencion que la
capacidad de desarrollo del ovocito no tiene asociacion con la actividad de G6PDH
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(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014), sino que en otras caracteristicas como las
concentraciones de lipidos. La capacidad de desarrollo puede tener relacion con la cantidad
de lipidos presentes en el citoplasma y la actividad mitocondrial (Mohammadi-Sangcheshmeh
et al., 2014), observandose que los ovocitos BCB+ contienen mas lipidos citoplasmaticos que
los BCB-. Estos estudios se han llevado a cabo en bovinos (Castaneda et al., 2013) y ovinos
(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014), sugiriendo que puede ser la explicacién del papel
de los lipidos citoplasmaticos en la adquisicién de la capacidad de desarrollo del ovocito
(Mohammadi-Sangcheshmeh et al., 2014). Los lipidos almacenados pueden ser la fuente de
energia durante la maduracion del ovocito y el desarrollo embrionario tempano, ya que las
concentraciones de triglicéridos y colesterol en los ovocitos de bovino disminuyen
progresivamente durante la MIV, FIV y DEIV (Castaneda et al., 2013).

En otros estudios han relacionado la especie con el nimero de gotas de lipidos presentes en
el citoplasma del ovocito, resultando que existen en mayor cantidad ovocitos con
predominancia fenotipica B. taurusy cruzas (B. taurus X B. indicus) en comparacion con vacas
fenotipicamente B. indicus (Ordoriez et al., 2014).

Diversos factores afectan las concentraciones de lipidos citoplasmaticos en bovino, incluyendo
la dieta, condicién corporal, edad (novillas 6 vacas adultas) y lactacién, que pueden influir en
el contenido de lipidos del liquido folicular y las diferentes células del ovario, incluyendo al

ovocito (Dunning et al., 2014).

9 CONCLUSIONES

La eficiencia de la PIVE de bovino esté determinada por numerosos factores, la especie, raza,
el fin productivo, edad, condicién corporal (nutricidn) y las condiciones ambientales, que deben

de ser considerados en la implementacidn de los programas de desarrollo embrionario in vitro.

La evaluacion de la calidad del ovocito es fundamental para el éxito de los protocolos de PIVE
de bovino, tomando en cuenta el tamaro folicular, didmetro del ovocito, estado de la meiosis,
viabilidad, grado de crecimiento, asi como la eficiencia durante la MIV, FIV, DEIV y la
produccién de blastocisto.
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Las evaluaciones realizadas en los ovocitos de Holstein recuperados en rastro identificados
con la tincibn de BCB para aumentar la produccién de blastocistos permiti6 varias

conclusiones:

e Latincidn identific6 mayor cantidad de ovocitos BCB+ del FG, observandose una gran
proporcion de ovocitos BCB- en ambos tamarnos de foliculos.

e Laviabilidad no fue alterada antes de la MIV y después de la FIV de los ovocitos BCB+
de ambos tamarios de foliculos. Por lo tanto, los ovocitos BCB+ de Holstein poseen la
posibilidad para continuar la MIV, FIV y el DEIV.

e En cuanto al estado de la meiosis, no se observaron cambios en la presencia de
vesicula germinal antes de la MIV en los ovocitos BCB+ de ambos tamarfos de

foliculos.

e Los diametros de los ovocitos BCB+ y BCB- de ambos tamanos de foliculos fueron
similares, por lo que el diametro de ovocitos de Holstein identificados con BCB no

puede ser considerado como una evaluacién de la calidad del ovocito.

e La evaluacion de la cromatina reflejo que después de la FIV, los ovocitos BCB+ de FP
obtuvieron mayor porcentaje tanto de ovocitos en MIl como fertilizados. Por lo tanto, la
tincién de BCB identifica a los ovocitos Holstein de foliculos de 2-4.9 mm con mayor
capacidad para los procesos de MIV y FIV.

De esta manera, en los ovocitos BCB+ de FP produjeron un mayor porcentaje de desarrollo
embrionario y produccién de blastocistos, por lo tanto, la tincién de BCB identifica a los ovocitos
de Holstein con mayor capacidad de desarrollo para aumentar las proporciones de
blastocistos. Esta informacién tiene gran valor para los centros de produccion de embriones in
vitro de bovino que desean aumentar la eficiencia en la produccion de blastocistos de ganado

lechero especificamente de la raza Holstein.
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10 IMPLICACIONES

e Identificacion del ovocito de foliculo pequefio con las mejores cualidades para
aumentar la ferilizacion in vitro desarrollo embrionario in vitro y la produccion de

blastocisto.

e Reduce el tiempo para la obtencién de un ovocito con suficiente capacidad para el

desarrollo embrionario.

e Reduce el tiempo generacional.

11 PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ovocitos BCB+ de FP, se pueden sugerir algunas
propuestas para futuras investigaciones sobre la tincion de BCB en ganado bovino.

e A través de la OPU Identificar ovocitos de FP de ganado Holstein y verificar su
eficiencia para aumentar el desarrollo de blastocisto.

e Através de la OPU ldentificar ovocitos de FP de ganado Gyr y comparar la eficiencia
para aumentar el desarrollo de blastocisto en comparacion con ganado Holstein.

e Bajo las mismas condiciones del presente estudio verificar la eficiencia de ovocitos
BCB+ de FP para aumentar el desarrollo de blastocistos, pero utilizando diferente raza
lechera de B taurus.
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13 ANEXOS.

Anexo |

TL-HEPES-PVA. Medio modificado de Tyrode suplementado con lactato de sodio,

HEPES vy alcohol polivinilico.

Ingrediente mM Ingrediente mM
NaCl 114 Sorbitol 12

KCI 3.20 NaHCOs3 2
NaH2PO4 0.34 Gentamicina 0.025 mg/mL
Lactato de Na 10 Penicilina G 0.065 mg/mL
MgCl2.6H20 0.50 PVA 0.01%
HEPES 10 CaCl2.2H:0 2
Piruvato de Sodio 0.20

Fuente: Pichardo et al., 2016.
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TCM-199: Medio cultivo de tejido 199 suplementado.

Ingrediente mM
Bicarbonato de Sodio 26.2
PVA 0.1 %
D-glucosa 3.05
Piruvato de Sodio 0.91
Cisteina 0.57
EGF 10 ng/mL
Estreptomicina 0.05 mg/mL
Penicilina 0.075 mg/mL

Fuente: Pichardo et al., 2016
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TBMm: Medio amortiguado con Tris modificado.

Ingrediente mM
NaCl 113.10
KCI 3
CaCl2.2H20 7.5
Tris (base libre) 20
Glucosa 11
Piruvato de sodio 10
Penicilina sddica 60 pg/mL
Sulfato estreptomicina 100 pg/mL

Fuente: Park & Niwa, 2009.
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Medios Secuenciales SOF1-SOF2.

Anexo IV

Ingrediente SOF1 SOF2
mM mM
NaCl 99.70 99.70
KCI 7.16 7.16
KH2PO4 1.19 1.19
MgClz 6H20 0.49 0.49
DL- Ac lactico Jarabe 60% lactato de sodio 3.30 3.60
NaHCOs 25.07 25.07
CaCl2 2 H:0 1.71 1.71
Piruvato de sodio 0.33
Glutamina 1.0 1.0
Glucosa 1.5 3.0
BSA 8 mg/mL 8 mg/mL
Cristalizada Cristalizada
EDTA 0.1
Taurina 0.1
Aminoécidos no esenciales MEM 1X 1X
Aminoécidos esenciales MEM 1X 1X
Vitaminas MEM 1X

BSA: Albumina sérica bovina; EDTA: Acido etilendiaminotetraacético; MEM: Medio minimo esencial de

Eagle.
Fuente: Gandhi et al., 2000
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The =vaiiafion of oocyte quaity is. orftical for 1n wiro
embnye prodection success. I is important o ey
coCytes with developeental compelence. This IS com-
monly pertormed by assessment of morphoiogaoal fea-
hares |°], mach & the oooyis dameder and folicusr size
[2, 31 =vauniions o e ool level of he melobic sage
F!], mitaboic activiy [ 5} and viabilty bave aiso besn per-
formed [£]

Morphologic assessmers of oocyte gually s based on
thie thickness, of e cumuius Sopfon's and Cyiopasm
homogenely [Tl However, pogyie seleclion bassd on
mophoiogioal chaacersics provides an mprecise o
terion of choice (2] Docyies with nommal morphologics
SpoEsAnCE can be found atan eany sSage of depeEnera-
Beom £2E

The folicuiar sipe '= anotrer paameier used o ioen-
Hity oocytes with devsinomental capacty. it has bees e
poried that follculsr growd |58 key process, Decause
the pocyi=s of large folldes (LF) heve grester devsiop-
menial capacky than those obtained from smail fodicles
(EF |1, 3. 1. Howeesr, £ has aiso besn eporied ot
bowine folicies of the same foliclésr oine eyhiid oifer-
ent piyshoiogical ssages [11]: Other studies, periormed
with bovire, poat and shesp cocybes, hees neporied an
axsociaiion between oocyls doameier and bissooyst de-
veopment (1] Bovine hiasiocys! producion inmmeases
In fi-grown cocytes Wit diameters grestar than 120 pm
compan fose with dameiers of 1150m 1121, Wher oo
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Cyt=s compiete growth, they achi=v= & mefabolic sk
onskdered mons compeient for iy vline matuaon (W
and i ¥ fetlrabion [IYF)L feredone, denafibon of
competent cocyies Isa oritical point for i Wi emono
deainpment {IVELY, The briltant cresyl bius (BCE) iach-
nigue for competent oocyte identtficaton Fas besn de-
soricesd [T]. BCE Is & non-immasive nracshular dys wsed
o lderdily cocyi=s that have complsied their gowih. &
= an sechon acoephor and & has been reporied &5 o
ndcaior of the glcoss-E-phospfale oeipdrog e
FEEPDH] actvity [1, £1 in pooyi=s trat Fawve compisted
thesr Qrowth, the activity of GSFDH and the procurtion:
of refiured nicoinamide adenine dnuciscSde phosphais
(NADPH germeases, consequently, BCE connot be re-
duced and e ocyts CHnDasT shAkng s blue
|BCE+). ImoocyRes thal comnues bogrow, GEPTH ackvity
ard MADEH production s imense, and they reduce BCE,
renderng the oocyte oyiopdasm coloriesy (BCE-

[t s beeen reporied thal BB+ oocybes in both, hovine
and buftsic, are arper o dameter (12 W], and that Sy
are capabis of producing a greater ngmber of =mbnyos
ard blastocy=is [ 5, 141 Besiooyst progachon: fom BEEB=
DoCyies P besn meported to be sipgnificansy Detter than
that fom conirol |8, E—1EL Howsser, £ has also bese
reporied that mo differences were found betaess the
produachion of biasincysts fom SCE= bovine pocyies and
controls |17-15] These conficEng resuls, in e of the
BCH sianing efcacy in idenifying compebent ooCyies
Coisd be gus 0 Effer=nces Dehwesn the Bovne species
[Bas fmdicus vE 805 Ruus) vestigald Oee shudy
reported bixsiocysts production of 28°% frosn SCE+ - 0o-
Cytes obSsinad from B crosshred A, feves ¥ B ufices
however, this vales woas not signficantiy difensnt fom
that o the corbred (25%5 [7]. Comseguentiy, the bovine
species coud Donsthae & =y factor in the identSoation
of higr-quaEy oocyi=s.

Worideide 8. Sunus |s a0 economicaly mpoant spe-
ci=s due o Mg higher proguction of milk and meat oom-
pared o 8. indicus [I]. Mik produdion in Mexioo was
1 bi¥on B=rs n 2097 (1] and approginsbely SO5% of
5 citained from B, Gurus [23] For this nesson, 10 pre-
serve reese species characerisics, ooszes of 8. -
s and B indicus have besn made. Socyies from B
FOlcUs have befer qualky Shan tose from 8. founys
mainy che o majer adapSation characerisics. Besides
B inoitus Ras themmoioierant genes wiich protect their
reproduction fahures of Increasead feritization and biss-
ooy formagon (211 Anpther facior to be considersd Iz
thet peopraphdcal disrbotion of 8. indices Is in Mexicos
souditenst and that of 3. faonys is in e morth and center
E has besm reporied that B faums has greater sensiivily

o high femperytures, Le. feal stess, and this affects fol-
Bowiar growth, folice number, sismidogenssis and gap
junchons betwssn S GOCyE ano cumhie. o=l [23]
These factors miy lssd o infertiity; Sersfors, iz spe-
clas has become highly Importans in terms of B study
of V= eMciency. [tRas been reported that higher blesin-
o= rales were oiriained In B. indicus tham = B fawvus
(35% v 12%, respeechveiyh (240 Mot studies reporting
hiph ibfasincys? rales wers performes on B Incices, bl
in zeveral shadies, T anieal gpeck=s was nol specifiead
Tree=refore, the oirm of this shaty wes 0 ekscidste If B foir-
rus pocytes rom hilces of et szes, idented by
BCE sisining, show increased TWED rites.

Materials and Mathoda

This: shudy s approved under the reguiatons of &e
Commites for the Car=.and Lise of Animals, Mebro-
poftan Addomomous LiniversEy-Xochimiioo. Tre ovaries
wers obimined from 8. @uus cows 3t the Termamatia
siaughterhouse, Etste of Wswicn, under the approsal of
the animal hesth federal iz with the number (GS575-
A Fromen semen was cbbained from one commencial
Hiol st bud [Semer, Méwion)

Uniess othenwise shaisd, &l chermicals wens parchased
freoem BdgrmarAidrich (B4 Louls, MG, USA| The iIncabation
condifions for &l processes weres 35 S0 with an smo-
spinere of 5% OO, 5% o, and safturaton Bamidty.

DocyT colection
Craries were obfained fom B lwwss {Hoksieng cows
and fransported o the aboratory ina soution consisting
of B157 M Mall at 37C suppemenied with antkiofcs
TS5 Wimi ampiclin, 7.5 ogiml steeploaecin, aed DUHE
oMl amphotericn. The folicles were cescied Using a
Yermer caliper in o osmald {EF; 20— Sme) and e
L= E0-100 mm. The Soiiootar fuid was acpirated wih
Tyrocke's modfSed medSum, supplementsd with 10 mid
sodum lactale, .50 =48 HEFES bufler, and 0.01% poly-
winyl aicohol [TLHEPES-SVAL witha pH of 7.3-T4 [2]

Brifian crenyd Glue Siain

Cocriecumous oelis compexes (00T from he bwo
folicies sizes were sxposed in BOE (26 ol cdiefed n
modied Dulberoo's phocphate-boffered =aiime {m0-
PES), suppiemenied wih 056 bovine semum abumrn
(B84 for 30 min. DOCs were classified acoordng o
the ooigr of the ovioplasm biue (ECE~) and coloress
BCB-1IL 2L
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Doyt diameder grsessment

Ta defemiine the dameter of e cocyies reated with
the SCE, [t was pecessary 1o menowe the cumuius ceds
Each pocytr was photographed by a camer (ko
COOLPTE B4 and =l messures were obdsined using
Imaged, Frage processing program {25], considarng the
cemier and bvo: perperdinuiy awes, nchoding the zons
DI,

in WD maturanon of BCA+. BCE- and CoRTnT a0oyEs

Bot BLE ealed arad conSrol oocyles e wershed
ihres 2mes i TCHM-139 suppiemented wih 262 midso-
dhum Dicarborate, 3.05 mik DHplacose, 005 mild sockum
pymavate, O.1% PJA, OLE7 mill cyskeine ard 10 ngdmi epi-
et growe Tactor |£ 1. The oocyies wers tansfered I
Dadches of fom o 45 8 of Bne mabration medum sames
== above suppiemented with 1066 fetsl bosine sarum
{FBE) and 0.O7S U of huran menopsass goradoin-
D, ‘Tean Curtured for 24 1

i pern SyEEEton SpeT P Oaraion

Trawed semen wm dived 13 wih modfisd Tris-
buTered medum =TEAD containieg 1139 md MaCl
Il EC, TS m CaCdh, 3 mid THs, 11 mkl glucoss
10 il soclluem pyruats. B0 gl penici®ie, and $00 g
mi srepomTyCin Saphate [X]. The semen suspension
s, cemirifuped &t 5002 for 20 min [I7] The pels was
resuspenced im 1 mil of =TEA! supplemenied i & my
i BEA and inscubesie i for § h iseEm o The sapematant
ey recovered 0LS mil and diubed in TER o cblain
roncemiration of 1 & 0% spemmiml [£]

In et eviiization of BCE+, BC B and confol coryies

The cumRius el wete partially resoved o e
oocytes after W, and the oooyies werne manstered i
Daiches of f=n b 45 yl of the ferSization medum T
rode's medium sepplemersd with & maimi S0A, lacti
and pyreseabe (TALPY. The oocybes wens noobaked win
sperm T 21 N [#ED

in vitro embryo ceveloomend of 808+ 808~ and coniod
L

The reraining comuks celis were mecharicaly e
mowed and the Zygolss were co-caihuned with granuicss
cefs in sequenial meds S0F1-50FZ {in vitm, Mexco)
for 15E B 28 ). BDF1 (50 ul) was used for4S h and S0FZ
150 1A for the remaining 1200 The Cufiare medls wens
suppiemented with 10% FES [2£]. Clesvage was el
2fed after T2 h of imcubalion and blasiocyst produchon:
EIEBR

RodrigusE of of

Azsacomant of ite WabATy and menic stape

A doulvie sisin was performed. Thiazohd e schution
(ELE mg/mi} expocare for 2h ws usad bo determine e
pocyte vanity Cocytes with vkt cytoplasm was con-
ghdered viabie, and coloriess ones wers consldersd non-
Viabé= [EL A secord Siaining, Hoechst 40 soimi] Fluted
n FE8 tor45 min, was performed o amsess Be meiobic
Stage germenal vesicie (3Y), mesaphass | (], meta-
phase: I (A1} ]7] and f=rifie=d (=], which s detemined
by the presence of maie and femals pronucis. B plus
Teriil =l oooyies were conshi=red matures Dbservaiions
were made ot 400 ¥ under an sSfluonesoancs S
stope {Mkan Scipse E500).

Safsfal anaysis

Tiocompere the Wbty meotic siage, FVED, and bias-
oCysi Ak among Fe oocyes groups from both fodicles
sipes, daby wens reated as non-pamameirc and anadeed
uSing a mulpe companson Duncan st and Mumber
Cruncher Essfishical Eoftwans MCEEY), Pememage
oaty are presemad ac mesn & ED values. Difisences
wers consideed cignificant wien P < D05,

Enperimenil d=zign

Four eaperimenis wene periormisd i dedermine the via-
bifty, meiotc sage, nocyte dameter, IVEL IY'F and IVED:
of SCE—reabsd cocyes from smal (2F; 2045 mm
and larpe (LF; 5.0-10.0 mmg fodicies, and urtrested con-
i,

Eiperiment T Deiereinaiion of fie diemedsr of cocyTes
freared wifr BOE.

The dizmeters of 453 BCE—tresied oooyies wers mea-
sured (4 rep@coies) of which 322 wen obfained from SF
and 141 fromn LE.

Experimend I Assessmend of he viabily of cocymes De-
fore AL and afer ILF

For gocyle wabilty befors [V and afzr IVF & total aof
4 BCE-reated cocytes were svalasbed with thiazebyd
Dl scéution (MTT] (3 repScaies) before VR 263 ard
23 from 5F and LF, respecively. Forthe conbol a fodal
of 165 pocybes were svabashed (£ peplicaizs ) of wiich 28
and T oocyies wene cbinimed from &F and LF, respec-
ety Afler [WE 355 BCB~teaisd oDoyples aers s
aied (S reploaies) of which 275 and 142 were fom EF
and LF, respecifesly. Sor fe conbod, 138 oocyies wene
evallaed {5 nepicatesi: W03 ¥nd 35 coCyies from SF and
LF, respecthvely
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n: munber of oooyicer, The poroomisges worr celcnlsiod

from murmiber mocyie eabyred Dafforeni spemeer pia

rabicain 8 nigrdlicasnd diffecoee (F 21108

Tl 3. Wimbaloiy bmforw [Vl sl aller IWF

- mEmber of

wyeage = 501 The d

T

Al erereni smisng Lhe o (F

Fclimr

0 nander af ocoyies. The perommiaye
Thers o o mgnificard & Feneros (P 0.0

Expedmant 3. Asseccmant of Me meolc Sape Defe
MWAF and @iter AUF

& fotal of 388 ECE-trealsd ooCyiEs WerE ERnlasiesd
wih Hoerfol sials id replicaiess before IWVAE 24E mnd
KT cocytes from 5F and LF. respecively. For the oon-
i, 150 ooCyies wers evalusted with Hoechst id repi-
mab=si: 52 and 55 oocytes fom SF and LF, respectively
Alter IVF, 343 BECE-reaisd ooCyi=s wene el usied with
Hoechst (5 replicatest 244 and =% gocybes froem SF and
L, respeciieely. For T conrol, 128 cocyies |6 mpl-
cakeci were evalkated: 97 and 31 oocytes from EF and
LR, respecdvedy.

Expenment 4. Evaiuation of the smnpo ceveiopmen
and BlesHoyst Srmation reies

& oty of 252 BCE-ineaisd oocyle=s were cufhuned i
repicates; o evalcabe embryn oevelopment: 93 and
&5 pocyies from 2F and LF, respedively. Sor &e con-
tred, 16 oocyies were cuftuned 3 replcabest BT ano T4
oocyies rom SF and LF, respecitesly. The peroeniage
of biasocysss was caindated from e iolsl cemvage i
each g

wor calzzlain] frum the et

2l sy o] coay o,

Results

Doyt treaed wth BCE

In the presart shidy, 1,500 oocydes wene cbbined
5% from EF n=1,053) and 37 from LS (el Those
r=ated Wi BECE snowed 3 higrer pecentage of BCE-
n both folicke s (P < 105 A higrer peceriage of
BCE= pocyi=s was obianed from LF Gnal from BF (P <
0.05) [ Tabie 1}

Cvametars of COCHIES reafed with S08
The dameters of BCE= and BCE- cocyies Fom SF
and LI ywere simiar (7> 0.05) | Tabe 2)

ety off oocyies hevtre VA and afer ILF

The wabiky of BCE=, SCE~ and conbol oooyl=s
groups from both follcle sizes did not show dfierenoes
before: INM (@ > 0.05]. Alsa, afler IVF no difierences
among ihe gouns were fourd [P > Q0S, The s of
compansons of the viabdty befions WM and after [VF
wers ais0 shnllar 6P = OS] (Tabdk 30

Melofc sage before IV and affer iVF

The pementage Of Docyies iR the G4 and M1 siages
before [V were gimiiar among the SCE=, BOE— and
control poCyt=s fromm both siees of folices (P > 005

91



o b b [elfihe a2

L

Tabliv & Foshr and blaskin

Fed i S U

Eiemall Coyem|

Large

Criferers mypersermis iskcais o

After IV, control cocytes from B5 glsplayead higher M
mies companed v BEE+ and BEE- oooytes (F< 0.05)
Al the oocyte groups from LF had sieilar W1 raes (P >
0051 Perceniages of mafnedl aocyhes (ki + F) from 3F
were significentty higher In the BE8+ and BIS— goups
compared o the conrol, howswer, no signiicent &ffer-
EnCes were found among B pocyite groups from LF (P
=051 Concerming f=rtitration, in cocytes from EF fer-
Hiation mies. were higher i e BOS+ groun ompsred
o the contmd and BCE- Qrous (F < LL0S: However, Ik
oocyies from LF feriization raies wens highsr i he
ECE- group compared to the B8+ and oondrnl growps
1P = OS5} | Takd= )

EmGryn and Dasiocy s deveinomen

Tre =mbryo clesvsge rales of the BCE+ and conbm
oocyies fom EF showed o ference (7 > OOS), buf
they were highsr compared fo the BCE— group (P <
.03 On the other hand, the =mbryo clemvage rabes of
BCH+. BOE— and conbod group oonfes: from LF wens
simiar (P 0LOS) (Tabie 51

The biashoryst deveiopment raes of e BCE+ cocyies
Trom 5F wene higher than thoss of the poniml and BCE—
oroup poCyt=s (F < D05 The binsooyst deveopment
raies of LF o0cytes wans Smiar arong e B08+, BOE-
ared contrcd grougs [P = 0A5] [Takdie 51

L iy tdlleremer (Fx 005

Discusshon

Repmdkcive fechmooges are Imporant for the de-
veiopment of the Presinck mouslry, especialy Tt of £
faures cowes [5) However, research reslts regarding ef-
oy SCE sinirimg harss besm contradiciory . Some shid-
ies ol not spectty Bne animal species shrfied |1, B, 5,
0] and sorme wens camied out on B. ndfous [3, 24, 3|
exchukety, thenefone, & is gt o desy definitve oo
CRESDN.

The genotype i an important aspeac fo be considensd
because there are difierences. in ihe foikodksr dewsiop-
ment hetween 8. indices and 8. manrs. During folosar
recritment, 8. Incines Cows Pecnsd a grealsr namber of
fodices per folicuiar wave than B, faurys [13]; Senefone,
the pumber of oocyies eoovered undsr hormormal tesl-
met iz higher in B, indicws than in B fauws [H] On Be
other hand, § &5 knoen that S guality of oocyies fom B
fETsT’s derreases in the smmer [33] Theebre, these
characterishios showld be oonskiersd when evausting
the dev=opmentsl capycly of cocytes [k

in T preserd shidy, a grester number of 8. fauus
pocytes were obivned from SF, bul only 2% of e
wene BCE+ This supgests St oocybes from EF confirae
In e growth phase. (n LS, fewer oOCYIES Were fEOo-
ered and no =gnfcant Serences in e chamcbens-
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ficz wene found between the BCE= and ECE- groups
mithough Righer BOE+ DoCyts Tales wens pomines from
LF compar=di i SF. 1 Iz cear Pl occyies from LF woukd
pomsess bether dewsopmenini apacty bermes i
Aoiiar growth 5 essential for oocye mshimbon (341 0
agreement with our resulis,. Karmm-Shabaniares o af
I'] repori=d that bosine cocytes showed no Cormeabon
betwen the BECE= pemeniage and foflcuiar sizs

In B faures and Buffsio, it has Deen demonsirated that
ECB~+ oooyies ans larger in dameter than SCE- oocyies
112, =L However, the present study found that the d-
aBTeter s MTiar in BLE+ and BCE- nocyi=s obtaned
from baoth Tollicie sires: i agre=ment with Sz, Castane-
damt 3l [20] reported the same. Alno, some smudss have
dermonsiraed that bovine oocyles from 3mm Sofides
have compieied ther growsh, therefore they do not in-
oeage i dameer in relabon o the Solfoaar devsiop-
mesnk [39, 34| fccomingly, T dareter of the B faunes
DoCytes, & & parameter of qusEy, camnot be @sed as
a reflabie method fo predicl the developmental capaciy.

Tre meiotic sage before Pl b5 meisted o deesinp-
ments capacity [IEL In the present chady, 0% oocyi
miss were simiar i BCS+, SCE- and contol cocytes
from both sires of folces. Another shudy of bufislo sso
reported that O perceniages of 508+, BOE- and con-
Il pocytes froom thres folides ses were similar[7]

The ovuiafion of maured gocyies with the ab8ity ©
Ty oult mormal embryn devesopment (s the end point of
I o matuadon {37]. The messds of the precent sty
shiow that e mahmticn mies. of BCE+ and BCH- oG-
Cyies fom both 5F ond LF wene Similsr These resifs
dermonsirate that BCS siaining does nol Incresese e b
proportion of cocytes. Some siidies by reporied grest
simiarii=sin Fe A proporiions of BCE= and conbrod oo-
cyles [86, 38, 33, 40% in controis, S maturation aiewas
=iightty reduced, only In cocytes fom SF. 8s reporisd by
Manjuratha =t al. [32] in bulsia

Resits conceming Bre efcacy of BCE saining of
bowving ooCyies are comtoversial. inthe present shidy
the fertiafion rale noreased in BOE= cocytes from 3F
(7B andg BCE— oocytes from LF (TS0 T has besn e
poried that SCE- bovine cocyies Fawve higher Terifizx-
tion rates than BCE= [#1) Ao, 208+ Dufain cocytes
v besn reporisd fo Fave higher fertiizabon akes than
BCH- oocytes [35]. Another shutdy of B fawns oocytes
meparted a feriftration mie of 455%, ower than that seen
N the present study | 23]

The embryo- Ceawage e of pocytes fom &5 wen
higher I the BCS+ and confrol groups than in the BOE—
FrouD; Barefone, biie BCE shairing enitied the cocytes
N SF with the greatesi oapacly for deveiopment. Some

studes have meported cimiler resulis for 8. fovur 4]
and B inoicus [51 WEth regamd to pocytes from LF, BCS
siamng &d nol identy Sose Wil gresher dev=iopment
capacky, B Was previnishy reported by Kamm-Sraban-
Eareh = al |1

The bizxsincysi production was higher in BCB+ (25%)
than im BCE- (12%) oocytes from SF. Beudes, e bias-
ooyst procucton me of BOES pocyi=s was siar o
that of ECiE+ oocyles (2] from LF. These resuis agres.
with Teose reporied oy WMuasa =t al [Sf for B nobous
Elasiooyst procucion was similar in SCB= and BOE- oo
Cyies from LF. A lkely svpianation for this s that in LF,
pocytes ae seiected nahraly oo by endorine and
paracTine factors for filcLiar recrusment [§3-45]

In sirrary, SCE sianing of ootyies from 3F I
oeased Dasiocysf producion by alosing the seiec-
bon of cormpeient cocyiss Falt wil reach the blasioorst
siage InLF, SnceooCyi=s have been seecied naturally
iy means of Dyvanan folicuogenssi), no sonificant of-
fer=no=s were observed in Diashocyst production mi=s
among e Qoups. However, TEger DOCyTeS W NECi-
ened fmm LF, resaiting in fewer oocyes svalisbis for IYE
pRocEdures.

The resulls of fhis Sy Suggest that ssiecing oocytes
from 5F, that ane positesly Sained by 3CE, inoeases
the Biasiorys: mées In B @unes
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