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Resumen. El objetivo del estudio fue comparar la eficiencia de la recuperacion de game-
tos femeninos a través de la aspiracién folicular de ovarios pos mortem. Se obtuvo 40
ovarios con un total de 56 ovocitos, teniendo como objetivo estudiar la viabilidad de ovo-
citos en animales de produccion lactea o carnica, buscando recuperar las caracteristicas
de vacas de alto valor genético que han cumplido su ciclo reproductivo o hayan sufrido
una muerte subita. Debido a que durante la observacion en laboratorio se requeria el
mayor porcentaje de seguridad, se utilizé azul de tripan para determinar los évulos no
viables; las células germinales que no lograron una coloracion con el azul de tripan, ase-
guran la viabilidad de los ovocitos observados sin tincion. Se tuvo los siguientes resulta-
dos: de las muestras de ovocitos vivos del ovario derecho, observadas con azul de tri-
pan, estaba claro que el 75,60% eran viables para la fecundacién in vitro. Siguiendo el
mismo procedimiento para el ovario izquierdo, se establecio la viabilidad de un 70,10%
(con el uso de azul de tripan), teniendo como objetivo estudiar la viabilidad de 6vulos de
animales pos mortem, buscando recuperar las caracteristicas en ovinos de alto valor
genético que han cumplido su ciclo reproductivo o hayan sufrido una muerte subita. Fi-
nalmente, la frecuencia de foliculos aspirados fue del 100% utilizando el método de aspi-
racion de foliculos; la frecuencia de ovocitos A, B, C y D observados fue del 79,41% vy la
frecuencia de no ovocitos fue del 13.23%.
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Introduccion

En diversas especies domésticas se em-
plean biotecnologias reproductivas para
mejorar los indices reproductivos y pro-
ductivos. Sin embargo, al igual que en el
resto de especies domésticas, la produc-

mentado en los Gltimos afios y en un
futuro pueden llegar a ser utilizados en
programas a gran escala en la produccién
comercial de embriones en laboratorio.
Dentro de este concepto, la coleccion de
OVOCitos es un paso necesario para llegar
a establecer programas de fertilizacion in

cién de embriones in vivo e in vitro y la
transferencia de embriones, podrian apo-
yar los programas de mejoramiento y
aprovechar al maximo el potencial gené-
tico del animal.

La aplicacion de procedimientos en bio-
tecnologias reproductivas se ha incre-
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vitro (FIV).

Los ovarios contienen un ndmero mayor
de foliculos que se encuentran en diferen-
tes estados de desarrollo, de los cuales
solamente una pequefia proporcién va a
ser utilizada durante la vida reproductiva
del animal.
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La coleccion de ovocitos permite la recu-
peracion y utilizacion de foliculos no
ovulatorios, que bajo circunstancias fisio-
l6gicas se convertirian en foliculos atré-
sicos. Los ovarios de ovejas sacrificadas
en mataderos se pueden obtener a bajo
costo y en grandes cantidades, lo que
permite la maduracion, fertilizacion vy
cultivo in vitro de dvulos de animales en
diversas etapas del ciclo estral.

Clasificar morfol6gicamente los ovocitos
ovinos pos mortem fue uno de los objeti-
vos de la investigacion, a fin de compro-
bar si los dvulos son viables de ovarios
pos mortem para luego obtener y manipu-
lar gametos femeninos por medio de la
técnica de aspiracion folicular.

Materiales y métodos

Localizacion

El presente trabajo de investigaciéon se
realizd a nivel de laboratorio de la carrera
de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Boliviana de Informatica sub sede El
Alto, ubicado en el departamento de La
Paz, a una altitud 4015 msnm; geogréafi-
camente a 16°30'0” de latitud Sur y
68°12'53" de longitud Oeste.

Materiales bioldgicos

Se utilizaron 40 pares de ovarios ovinos,
las cuales fueron colectados en el mata-
dero del municipio de Batallas.
Metodologia

Los ovocitos fueron aspirados una vez
que estuvieron en el laboratorio para su

observacion y clasificacion morfoldgica.

Con la ayuda de una pinza quirdrgica y
una aguja namero 18, se extrajeron los

ovarios. Se realizd un lavado con suero
fisioldgico para proceder con la aspira-
cion folicular para la obtencion de 6vu-
los.

Cada foliculo visible en el ovario que
tenia mas de 2 mm, se aspir6 con una
jeringa de 18 G y el aspirado se vertid
luego con cuidado en una placa Petri que
contenia solucion salina al 0,9%. Luego
se llevo la placa Petri al microscopio para
observar los ovocitos.

Evaluacion morfolégica

Los ovocitos debian elegirse cuidadosa-
mente para el proceso de evaluacion, y
dado que los ovocitos de categoria Ay B
presentan las mayores proporciones de
maduracion, se eligieron aquellos con
citoplasma homogéneo, no granular o
polarizado y células del cumulo intactas
que rodean el gameto, utilizando los li-
neamientos de: (Herradon 2007).

Evaluacion de viabilidad con tincion

En su estudio se empled la tincion supra-
vital con azul de tripan (AT) para distin-
guir entre ovocitos vivos y muertos, antes
de utilizar la fecundacion in vitro (FIV),
para comprobar la viabilidad de los ovo-
citos y eliminar los que estén muertos.

Se perforaron los foliculos ovaricos. Los
complejos de ovocitos del ciimulo (COC)
se dividieron en cuatro categorias: A, B,
C y D, y las categorias A y B recibieron
exposicion a azul de tripan (AT) durante
dos a cinco minutos.

Anadlisis estadistico

El nimero de ovocitos viables y no via-
bles se midi6 como parte del analisis
estadistico descriptivo que se realizd para
esta investigacion.
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Resultados y discusion

Comparacion del porcentaje de ovocitos
viables encontrados en los ovarios dere-
cho e izquierdo uso azul de tripan

La comparacion de la viabilidad (en %)
de los ovocitos, entre ovario derecho e
izquierdo, se presenta en la Figura 1,
donde los mismos fueron registrados a
simple observacion.
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Figura 1. Porcentaje de
recuperacion de évulos

Comparacion del porcentaje de ovocitos
viables libres de azul de tripan en la
primera etapa en los ovarios derecho e
izquierdo

Los resultados estadisticos de la prueba
"t" para la comparacién de la viabilidad
del ovocito, a partir de las observaciones
del ovario derecho e izquierdo, se mues-
tran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Prueba “t” para la compara-
cion del % de viabilidad de ovocitos,
en el ovario derecho e izquierdo

Parametro Ovario Ovario
estadistico derecho izquierdo
Media 58.23 52.51
Observaciones 34 34

P (T<=t) 2 colas 0.431

Valor critico de t

(2 colas) LR

Con un promedio de 58,23 y 52,51%,
respectivamente, los resultados del Cua-
dro 1 muestran que existen diferencias
significativas en el porcentaje de ovocitos
viables del ovario derecho e izquierdo, lo
que indica que estadisticamente hubo
mas ovocitos viables en el ovario dere-
cho, ya que el rango critico de "t" (1.997,
-1.997) estéa dentro del rango del valor de
P para dos colas (0.431).

La comparacion del porcentaje de ovoci-
tos viables en los ovarios derecho e iz-
quierdo se muestra en la Figura 2, donde
se contaron con azul de tripan, es decir,
después de la observacion inicial.
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Figura 2. Comparacion de los
porcentajes de ovocitos viables
de los ovarios derecho e izquierdo
tefiidos con azul de tripan

La Figura 2 muestra una diferencia del
11,90%, siendo el ovario derecho el que
presenta el porcentaje medio mas alto de
viabilidad ovocitaria (66,42%) y el ova-
rio izquierdo el porcentaje medio mas
bajo (54,52%).

Gonzalez (2014) encontré que la fre-
cuencia de prefiez en el cuerno derecho
es mayor que en el izquierdo, en el tropi-
co bajo colombiano, y como resultado, el
ovario derecho presenta una mayor pro-
porcion de estructuras de cuerpo liteo y
foliculo que el izquierdo, lo que indica
que el derecho es mas activo.
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En consecuencia, se puede indicar que
los hallazgos de la presente investigacion
son consistentes con los de Gonzéles
1992, tanto en las observaciones con azul
de tripadn como sin azul de tripan (figuras
1y 2), quien observo que el ovario dere-
cho tenia un mayor % de ovocitos via-
bles.

Los resultados estadisticos, de la prueba
"t" para comparar la viabilidad de los
ovocitos sin azul de tripan (sin AT) y con
azul de tripan (con AT), de las observa-
ciones del ovario derecho, se muestran en
el Cuadro 2.

Cuadro 2. Prueba “t” para la
comparacioén del % de viabilidad de
0Vvocitos, en observaciones sin azul de
tripan (Sin AT) y con azul de tripan
(Con AT) en el ovario derecho

(0.307) esta dentro del rango del valor
critico de "t" (2.028, -2.028).

Cuadro 3. Prueba “t” para la
comparacion del % de viabilidad de
ovocitos, en observaciones sin azul de
tripan (Sin AT) y con azul de tripan
(Con AT) en el ovario izquierdo

Parametro SIN CON
estadistico AT AT
Media 63.52 54.52
Observaciones 19 19

P (T<=t) 2 colas 0.307

Valor critico de t

(2 colas) Jloee

Parametro SIN CON
estadistico AT AT
Media 72.92 66.42
Observaciones 19 19

P (T<=t) 2 colas 0.395

Valor critico de t

(2 colas) eles

El porcentaje de ovocitos viables con AT
y sin AT es significativamente diferente,
con un promedio de 66,42% y 72,92%,
respectivamente, con un nimero estadis-
ticamente mayor de ovocitos viables sin
AT segun el Cuadro 2, ya que el valor
critico de “t” (2.028, -2.028) esta dentro
del rango del valor de P para dos colas
(0.395).

En el Cuadro 3 se muestra que existen
diferencias significativas entre el porcen-
taje de ovocitos viables sin AT y con AT,
con un promedio de 63.52% y 54.52%,
respectivamente, debido a que estadisti-
camente hubo menos ovocitos viables
con AT. El valor de P para dos colas

Comparaciones entre los porcentajes de
ovocitos viables de los ovarios izquierdo
y derecho a distintas edades

En general, los datos mostraron que el
ovario derecho contenia mas ovocitos
viables que el izquierdo. Se cree que este
comportamiento esta influenciado por la
genética y la fisiologia de las ovejas.
También es importante sefialar que la
mayoria de los ovarios gue se recolecta-
ron al azar, pertenecian a ovejas que te-
nian entre 3 y 4 afios de edad.

El porcentaje de viabilidad de los ovoci-
tos correspondientes al ovario derecho, se
compara entre ovejas de diferentes eda-
des en la Figura 3. Estos datos se obtu-
vieron por observacion simple, sin usar
azul de tripan.

De acuerdo con la Figura 3, cuyos datos
fueron captados por simple observacion,
la edad de 2 afios con 76.19% de viabili-
dad tuvo un total de dos observaciones,
mientras que los casos de 3 y 4 afios tu-
vieron 8 y 9 observaciones, respectiva-
mente, con un promedio igual a 72.95% y
72.17% de viabilidad de los ovocitos.
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Figura 3. Comparacion del % de ovoci-
tos viables (en el ovario derecho) obser-
vados sin azul de tripan,
entre diferentes edades en ovinos

En el caso de los ovocitos observados del
ovario izquierdo (Figura 4), se evidencia
que el mayor porcentaje de viabilidad
corresponde a las edades de 3 y 4 afios,
con 67.95% y 64.07% de viabilidad ovo-
citaria, respectivamente, quedando en
altimo lugar la edad de 2 afios, con un
promedio de 33.33% de viabilidad. Como
superan el 50% de viabilidad, las edades
de 3 y 4 afios, tanto en el ovario izquier-
do como en el derecho, tienen un buen
porcentaje de viabilidad. Estas edades
también se corresponden con la probabi-
lidad de obtener un mayor nimero de
ovarios del matadero.

67.95

2 = 64.07
g
© o
T ©
T
=5
=g
<

2 afos 3 afios 4 afos

Figura 4. Comparacion de la proporcion
de ovocitos viables (en ovario izquierdo)
gue se observaron sin azul de tripan
en ovejas de distintas edades

Reproduccion Animal

Las observaciones con azul de tripan de
ovocitos viables, se muestran en la Figura
5. Estas observaciones se relacionan con
los ovocitos extraidos del ovario derecho.
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Figura 5. Comparacion del % de
ovocitos foliculares aspirados
que eran visibles y los que no lo eran

La técnica de aspiracion folicular ha
demostrado ser efectiva

Usando todos los foliculos aspirados de
la investigacion actual como referencia,
la Figura 5 compara los ovocitos obser-
vados y no observados.

La Figura 5 demuestra que de los 100
foliculos aspirados, se encontraron
85,43% de los ovocitos correspondientes
a las categorias A, B, C y D, mientras
gue 14,57 estaban desprovistos de ovoci-
tos.

Gonzalez (1992) encontré que la técnica
de aspiracion folicular recuperé el
88,61% de todos los ovocitos. Estos re-
sultados se acercan a los hallazgos de la
investigacion actual, lo que indica que la
técnica es valida.
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de ovocitos viables para la fertiliza-
cién in vitro, con un promedio de
58,23% y 72,92%. El ovario izquierdo
ocupo el segundo lugar con 52,51% y
63,52%.

Cuando se utiliz6 azul de tripan para
observar las muestras, se encontré que
el ovario derecho, con una viabilidad
de ovocitos promedio de 66,42%, te-
nia un porcentaje mas alto de viabili-
dad de ovocitos que el ovario izquier-
do, que tenia un promedio de 54,52%.

Con el uso de azul de tripan se esta-
blece que el 85,6% de los ovocitos
son viables para la fecundacion in vi-
tro.

Dado que el 85,43% de los ovocitos
eran visibles, el método de aspiracion
folicular ha demostrado su eficacia.
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