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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto del azul de tripan sobre la progresion meidtica y
expansion de complejos cumulus-ovocito (COC’s) de ovarios de vacas Holstein de
rastro en el Norte de México. Se obtuvieron un total de 816 ovocitos de las diferentes
categorias morfoldgicas (1, 2, 3 y 4). Se evaluaron dos grupos, un grupo control y
un grupo con tincién de azul de tripan. La expansion de los complejos se evalué
posterior a la maduracién. A su vez la progresion meiética fue evaluada por medio
de tincion de aceto-orceina al 1% Las variables se analizaron a través de prueba
Poison y chi cuadrado. Se tomo el valor de p<0.05 como estadisticamente
significativo. No se observé diferencia estadistica significativa (p<0.05) en
proporcion del indice de expansion de COC’s entre el grupo tratado (1.88) y el grupo
control (2.46). Se observo mayor (p<0.001) proporciéon de COC’s viables dentro de
las categorias 1=81.9 %, 2=77.7 % y 4=69.9 % en comparacion de los COC’s
muertos, mientras que los COC’s de categoria 3 no se encontrd diferencia
estadistica significativa (p>0.05) entre vivos (45.3 %) y muertos (54.7 %), asi mismo
la progresion meiodtica a MIl no se encontrd diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre el grupo tratado (53.49 %) y el control (48.57 %), respectivamente.
Se concluye que el azul de tripan no afecta en la progresiéon meiética (Mll) y
expansion del cumulus en COC’s, mientras que la viabilidad se ve determinada por

la categoria morfolégica de los ovocitos.

Palabras clave: Ovocito, Azul de tripan, Morfologia, Progresion meidtica,

Expansién del cumulo, Holstein
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I. INTRODUCCION

Una de las actividades importantes no solo en México si no en el mundo, es la
ganaderia, esta actividad aporta al producto interno agropecuario (Quintana et al.,
2019) pero sobre todo aporta proteina de origen animal, que permiten sustentar a
la poblacion en general (Arieta, 2020). La ganaderia cubre el 40% de producto
interno bruto agricola (PIBA) a nivel mundial (Palma., 2014). México ha venido
ocupando lugar dentro de la ganaderia, siendo uno de los principales paises de los
cuales se tiene en cuenta que desarrolla ya hace mucho tiempo la ganaderia dentro
de su territorio cubriendo necesidad sobre todo en la produccion de alimento de

origen animal y del sustento econémico del pais (Amaya., 2016)

Una de las practicas que ha venido cobrando relevancia sobre todo a nivel de
desarrollo en la ciencia y la tecnologia, es la biotecnologia, la cual es una practica
dentro de los procesos biologicos para el desarrollo de nuevas oportunidades,
medios y conocimientos (Bourdone, 2021). La biotecnologia especificamente a nivel
reproductivo ha sido realmente identificada como una de las practicas con mayor
indice de ayuda en el proposito de aprovechar y conservar los recursos

zoogenéticos (Pérez et al., 2022).

En general los procesos reproductivos se ven caracterizados principalmente por la
esencia de la renovacion biologica y especifica de cada una de las especies
(Gasque, 2016). Es asi que la biotecnologia actia sobre todo para generar un
mejoramiento genético que permita garantizar una buena seleccién y esquema mas

completo genéticamente hablando (Mejia et al., 2022).

A su vez este tipo de problematicas se pueden disminuir con practicas o técnicas
de biotecnologia animal como la produccion de embriones in vitro, siendo una de
las préacticas de reproduccion asistida que se han venido utilizando durante estos
afios (Sonjaya et al., 2017). Esta practica es utilizada en un gran nimero de
especies animales con variedad de propdsitos, siendo una de las mas comunes y
dando buenos resultados en la especie bovina (Zarcula et al., 2015). Sin embargo,

a pesar de tener buenos resultados de la produccién de embriones in vitro en la



especie bovina, solo el 30-40% de los ovocitos llegan a la etapa de blastocisto
(Kartikasari et al., 2020).

Se debe tener en cuenta que el éxito en la produccion de embriones in vitro (PIVE)
se ve influenciado sobre todo por la maduracién in vitro y caracteristicas del ovocito
(Riyusca et al., 2019). El uso de ovocitos de buena calidad conlleva a tener mejores
resultados dentro del manejo reproductivo y a su vez lleva a disminuir los efectos
negativos en la PIVE por la baja calidad de estos y aumentar asi la eficiencia
reproductiva del ganado (Baruselli et al., 2020).

Uno de los criterios de evaluacién de la calidad de ovocitos en la actualidad es a
través de su morfologia, que incluye principalmente en la granulacion de citoplasma
y el numero de capas de células del cumulus (Murin et al., 2019). Sin embargo,
estos criterios son de forma cualitativa y se dificulta seleccionar a los ovocitos mas

competentes (Neira et al., 2023).

De otra forma, en la actualidad se implementa la utilizacion de tinciones que
permitan evaluar la viabilidad de las células, que permitan realizar técnicas como la

FIV y que estas mismas se vuelvan mas eficientes (Filipiak y Larocca., 2012).

El uso del azul de tripan, se ha venido implementado como medio para la evaluacion
de la viabilidad y competencia de desarrollo de los ovocitos, sin llegar a causar
efectos negativos en la calidad del mismo y de sus células en conjunto (Quezada et
al., 2018) a diferencia de las técnicas utilizadas para cuantificar las células vivas

mediante el etiquetado exclusivo de las células muertas (Caraba, 2023)

Una gama alta en la calidad y viabilidad son principales requisitos previos a los
procesos de produccion de embriones in vitro (Boni, 2012). Pues a lo largo de todo
este tiempo las tecnologias reproductivas asistidas han tenido como propdsito la

produccion de especies animales de alto valor genético (Blondin et al., 2012).

Por ello el objetivo principal de este estudio es determinar la expansion del cumulus
y la progresiéon meidtica de los complejos cumulus-ovocito bajo la tincién de azul de

tripan.



HIPOTESIS

El uso de la tincion de azul de tripan no afecta la progresion meiotica y expansion
de complejos cumulos-ovocitos, mientras que la categoria morfolégica si los afecta

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del uso de la tincion de azul de tripan en ovocitos con diferente
categoria morfologica sobre la progresion meiotica y expansion de complejos
cumulos-ovocitos.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la distribucion de progresion meidtica, el indice de expansion de ovocitos
tefidos y no tefiidos con azul de tripan.

Determinar la proporcién de ovocitos vivos y muertos en CCO de diferente
categoria morfologica.

Describir las relaciones entre la categoria morfoldgica, el indice de expansiony la
progresion meiotica



[I. REVISION DE LERATURA

2.1 GANADERIA EN EL MUNDO Y EN MEXICO.

La ganaderia es una de las practicas pecuarias importantes, no solo en México sino
en todo el mundo. Esta actividad tiene un objetivo dual, evitar la pobreza a millones
de personas y proveer proteina de origen animal a la humanidad (Arieta, 2020). Es
evidente que la produccién ganadera es una de las mas importantes ocupando
incluso la mitad en sector agricola en los paises desarrollados y una tercera parte
para los subdesarrollados, con una amplia tendencia de crecimiento. De esta
manera las biotecnologias han permitido aumentar la eficiencia de la produccion
ganadera, como también la disminucién de los costos operativos para volverla un

poco mas accesible (Palma, 2014).

La ganaderia se ha centrado como uno de los sectores que presenta mayor
potencial de producir proteina de origen animal, que permita alimentar a la poblacion

mundial, la cual va en aumento con el paso de los afos (Arieta, 2020).

Por tanto, las actividades ganaderas son aquellas que significativamente favorecen
y aportan dentro del producto interno agropecuario de los paises del mundo
(Quintana et al, 2019).

La importancia que ha venido cobrando este debate en torno a la ganaderia, puesto
gue se ha centrado como el sector que mas puede producir para satisfacer las
demandas de productos de origen animal y que estos permitan alimentar a la
poblacién mundial, la cual va en aumento con el paso de los afios. Actualmente las
actividades tecnolégicas mas avanzadas y sociedades mas modernas son
dependientes de la ganaderia dentro de la seguridad alimentaria y nutricional.
(Arieta, 2020). Asi mismo, las actividades ganaderas son aquellas que
significativamente favorecen y aportan una parte importante del producto interno

agropecuario de los paises del mundo (Quintana et al., 2019)

Asi mismo, la ganaderia puede poseer un papel importante con alta permanencia
para la mejora de millones de vidas en el mundo proporcionandoles alimento,

ingresos, empleos y muchas oportunidades econdmicas (Arieta, 2020).



Dentro del territorio mexicano la ganaderia ha venido siendo uno de los importantes
ejes de la economia del pais, llegando a ser considerada como una de las
actividades de desarrollo econdmico. Puesto a que la ganaderia ha venido tomando
relevancia durante estos afos, si bien sabemos que la ganaderia se trata de una de
las actividades que tienen mas importancia dentro del ambito econémico y cultural
del pais (Amaya, 2016).

La ganaderia también es notada por cierto grupo de la poblacibn como algunas
actividades de problemética derivadas de la practica que atenta contra el medio
ambiente, como un proceso atraso del area productiva y de desastre para la

naturaleza (Amaya, 2016).

Con alta relevancia podemos asegurar que el estilo de la ganaderia en México ha
pasado durante algunas décadas cambios ligeros, sin embargo, México tiene la
capacidad para posicionarse como uno de los productores de leche y carne a nivel
mundial (Arieta, 2020). De la misma manera actualmente la tendencia de escases
de produccioén de proteina de origen animal por el crecimiento de la poblacion ha

llevado a intensificar los sistemas ganaderos (Arieta, 2020).
2.2. BIOTECNOLOGIA Y SU IMPORTANCIA EN LA REPRODUCCION ANIMAL.

Es bien sabido que durante los ultimos afios indiscutiblemente la ciencia y la
tecnologia avanzan de forma significativa, que el aprovechamiento de estas mismas
nos llevara a satisfacer las necesidades de la poblacion (Bourdone, 2021). La
biotecnologia es un conjunto de practicas que a su vez se especializan dentro de
los procesos biolégicos o incluso de las estructuras bioldégicas mas relevantes
(Bourdone, 2021). Se define también a la biotecnologia como toda aquella
tecnologia que se basa a través de la biologia (Espinosa et al., 2017). Por otra parte,
la capacidad de los paises con altas caracteristicas de desarrollo se ha venido
favoreciendo por el amplio y rapido desarrollo de los procesos tecnolégicos, y de
globalizacion principalmente que permite aumentar las capacidades de estos mismo
(Ugalde, 2014).



Se debe de entender que una direccion especifica para los procesos cientificos y
tecnologicos, tendrdn como objetivo satisfacer las necesidades de la poblacién para
permitir la facilidad y la viabilidad tanto tecnolégica como cientifica (Ugalde, 2014).
La biotecnologia dentro del desarrollo puede considerarse dentro de la
conservacion, preservacidbn o reproduccién de especies animales como de

vegetales (Ugalde, 2014).

Es necesario recalcar que las técnicas en los animales domésticos son aplicadas
de forma sistémica, donde se obtienen resultados bastante aceptables mejorando
la produccion y calidad de los productos. Sin embargo, la utilizacion de estas
técnicas en el area de la reproduccion hay componentes principales que se
consideran desde el punto de vista ético y economico (Ugalde, 2014).

Cabe destacar que grandes y pequefios avances de la biotecnologia reproductiva
ha permitido conocer importantes situaciones, como los mecanismos fisiologicos de
los individuos siendo uno de los mas sencillo y basicos, mientras que existen otros
con mas avances tecnolégicos como lo son la fecundacién o desarrollo embrionario.
(Vazquez, 2010). Con respecto a lo anterior existen diferentes biotecnologias
reproductivas, que van desde la mas simple que es la inseminacion artificial hasta
la mas compleja que es la clonacion, y todo este conjunto de técnicas tienen como
finalidad aumentar y desarrollar la eficiencia reproductiva en los animales (Ugalde,
2014). De la misma manera otro rasgo de las biotecnologias reproductivas es lograr
abrir posibilidades de conservacion y aprovechamiento de los recursos zootécnicos
(Pérez et al, 2022). Es bien sabido que las biotecnologias han venido
desarrollandose con el tiempo y se le establecen cinco generaciones dentro de la
biotecnologia reproductiva, 1. inseminacion artificial; II: control hormonal y
transferencia de embriones; Ill: sexado de espermatozoides y produccion in vitro de

embriones; I1V: identificacion de clonacion; V: la transgénesis (Ugalde, 2014).

Cabe recalcar que en el ambito de la genética poblacional y de los modelos
genético-estadisticos en los que se realizan programas de evaluacion y de seleccion
reproductiva llevando a realizar ambiciosas proyecciones como las modernas

técnicas de produccion in vivo e in vitro, conservacion de embriones y en su mayor



complejidad la clonacion. (Palma, 2014) De las cuales, se demuestra que puede
incrementar significativamente el progreso de programas de produccion
convencionales. (Palma, 2014). Sin embargo, el desarrollo de estas biotecnologias
reproductivas, ha traido el aumento de las dificultades para obtener buenos
resultados en estas técnicas, mismas que en los costos volviéndolas poco accesible
a los productores. (Palma, 2014). Aunque, el desempefio y monitoreo de este tipo
de técnicas permiten enfrentar desafios cada vez mayores, con la finalidad de
aumentar la productividad de los sistemas de produccién. (Choudhary et al., 2016).
Por esta misma razon su uso esta restringido en una minoria de la poblaciéon de
animales de alto valor genético, de los cuales existe una mayor aplicacion en los
paises de desarrollo o de paises tradicionalmente ganaderos, con productos de alto
valor economico. (Palma, 2014).

Es necesario sabes que hoy en dia el importante reto de este gran problema de
aumento de la poblacion, es la de garantizar una creciente demanda de produccion
de alimentos de origen animal, sin perjudicar al medio ambiente. De igual forma la
biotecnologia toma fuerza no tanto por las capacidades del desarrollo tecnologico,
sino que, todo este avance esta mas encaminado hacia el aprovechamiento de la
misma para la satisfaccion de la demanda de alimento como la leche, carne, huevo
y derivados principalmente, potenciando la productividad (Urrego & Restrepo,
2006).

Cabe destacar que no siempre la biotecnologia es favorable dentro de la nutricion
o incluso de la produccion, puesto que dentro de ella se debe contar con ciertas
capacidades para poder entenderla y aplicarla, en todo caso no se vuele favorable

si se tiene desconocimiento den los beneficios de esta practica (Uffo, 2011).

Sin ninguna duda la tecnologia nos proporciona una serie de interrogante de alta
diversidad con relacion a lo biolégico y con sus posibles modificaciones. En la que
practicamente la biotecnologia crece con argumentos, que nos permite entenderla
y aplicarla para el bien del desarrollo humano, sobre todo con su relacién con la

salud humana y la alimentacion (Amaro & Morales, 2010)



Globalmente la biotecnologia reproductiva en la ganaderia tiene como objetivo
ampliar dentro del mejoramiento y multiplicacion de las razas de animales que
expresen una alta calidad genética para su aprovechamiento, que permita tener
productos y subproductos de un alto valor (Uffo, 2011).

2.3. IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA EN MEXICO.

México en la década de los afios 70 forma parte de la relevancia de los procesos
biotecnoldgicos que se imponen en su territorio para el desarrollo de la productividad
de los hatos de ganado bovino, con técnicas de amplia simplicidad (IA y hormonas)
en la que cabe mencionar quienes tenian la capacidad de hacer énfasis a estos
temas amplios eran las instituciones gubernamentales y universidades de por
medio, especificamente instituciones como él (INIFAP) Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (Rosete et al., 2021).

El amplio desarrollo biotecnologico en el mundo es crucial para el favorecimiento de
las grandes masas de poblacion durante los ultimos 10 afios, y que no solo en
México se han establecido si no en el mundo. Pues pertenecen a lo hoy en dia
llamado biotecnologias modernas bajo criterios politicos regulados por los paises
desarrollados y subdesarrollados logrado tener el maximo de su aprovechamiento,
pues bajo los aspectos de crecimiento colabora con los beneficios de la sociedad
gue incluso se establecen politicas publicas para el desarrollo social (Amaro &
Morales, 2010).Esa gran vocacion ganadera que destaca a Meéxico, lo hace
posicionarse en uno de los paises con amplia actividad y capacidad frente a otros
paises en el mundo, pues una de las cuestiones mas importantes dentro del
territorio son sus regiones agroecologicas que le permiten establecer el ambito
ganadero y por ende tener una amplia variedad de razas bovinas especializadas en

la produccion de carne y leche (Parra et al., 2011).

Hablando claramente del apoyo de la biotecnologia en México es lo suficientemente
amplio para que exista un buen desarrollo del mismo, pues existen diferentes areas
gue aportan en el desarrollo de México. Especificamente con mas énfasis a la
industria, con direccion hacia tres grandes sectores como lo son el sector

agroalimentario que se conforma del area del sector primario y de la alimentacion;



la segunda es el sector sanitario o de salud y por ultimo el del ambiente (Espinosa
et al., 2017)

Sin embargo, no solo son esos sectores en los que se puede aplicar la biotecnologia
en México, sino que existen muchisimos sectores en las que puede influir esta
grandisima rama, de la cual cabe recalcar que estas tres son las mas importantes
para el desarrollo de la industria en México. En pocas palabras el sector primario
nos permite realizar técnicas variadas para mejora de la agricultura, acuicultura,
produccién pecuaria, produccion forestal y la alimentacion, que esta Ultima ha
venido tomando valor significativo durante los ultimos afios. La biotecnologia en el
area sanitaria permite tener un desarrollo a terapias, diagnosticos y soluciones
frente a la salud humana y animal. Por Ultimo, el ambiente que permite implementar
soluciones que tengan efecto minimo frente al medio ambiente para reducir los
efectos adversos al mismo y por ende ayudar en su recuperacion (Espinosa et al.,
2017).
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Figura 1. Proporcion de la aplicacion de la biotecnologia por pais. (Espinosa et al.,
2017).
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2.4 FISIOLOGIA DEL CICLO ESTRAL Y GENERALIDADES ANATOMICAS DE
LA HEMBRA BOVINA

En lineas generales los procesos reproductivos de los animales se ven constituidos
por la esencia de su renovacion biolégica y especifica de cada una de las especies.
De las evidencias anteriores destacamos que los procesos reproductivos se ven
regulados por el sistema endocrino y la otra por el ambiente que ira desenvolviendo

al animal a través de cambios fisiolégicos y conductuales (Gasque, 2016)

El ciclo estral varia ampliamente entre las especies. Se pueden clasificar en
ovuladores inducidos, como son los gatos y conejos, cuya ovulacion se ve inducida
desencadenada por la copula, y los ovuladores espontaneos como las vacas,
cerdos y caballos cuya ovulacion es la que ocurre después del estro conductual.
Este mismo nos permite entender la reproduccion y la reproduccion asistida (Fricket
& Wiltbank, 2022). Otro rasgo importante a considerar es la etapa de pubertad,
siendo la caracteristica a través de la cual los animales alcanzan la capacidad de
reproduccion (Filipiak et al., 2016). Esto nos ayuda a comprender justamente que la
vida reproductiva de las hembras se ve justamente desde los inicios de su vida hasta
la preparacion de su sistema reproductivo (Motta, Ramos, Gonzales, & Castro,
2011).

Naturalmente el estro es una condicién en la que las hembras son receptivas al
macho para el apareamiento, enseguida de la ovulacion (Hasbi & Gustina, 2020).
De la misma manera el ciclo estral es un patron de actividad ciclico-ovarica de las
hembras permitiéndoles pasar de un estadio de receptividad reproductiva a una no
reproductiva (Etmetwally et al., 2021). De igual manera, en el trabajo de Atuesta J.
y Gonella D. (2011) explican que el ciclo estral es definido como el periodo
comprendido entre dos ciclos desde la aparicién del estro hasta el comienzo del
siguiente. Le Berré et al., (2021) menciona que el ciclo estral es aquel periodo en

gue las hembras se vuelven altamente receptivas y en conclusién fértiles.

El ganado bovino tiene la caracteristica de ser poliestricos, con ciclos estrales de un
lapso de 21 dias (promediando entre 17 a 24 dias) (Colazo & Mapletoft, 2014)
(Colazo, 2014)
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En funcion a la idea anterior el ciclo estral estd comprendido por fases, cuatro fases
continuas para ser mas exactos: proestro, estro, metaestro y diestro, en las que se
observaran cambios significativos en la estructura ovéarica y asi mismo en las
concentraciones hormonales que interactian para que la hembra exprese un
comportamiento singular y por ende cicle normalmente (Guaqueta, 2009).Lo que es
mas importante que todo este proceso se ve regulado hormonalmente, y las
hormonas son sustancias secretas por células del organismo que efectian una
accion en otras células especificas o células blanco (Hernandez, 2016). Aunado a
la situacion la secrecion enddgena de las hormonas tiene asociacion directa con el

comportamiento estral (Rottgen et al., 2019).

Es necesario recalcar que la sefalizacion hormonal del ciclo estral cumple un rol

esencial durante la vida reproductiva de los mamiferos (Billhaq, Lee, & Lee, 2020)
2.4.1 Fases del ciclo estral.

En primer lugar, el proestro es aquel periodo anterior al estro, en el que se ve
iniciado por la lisis de cuerpo lateo lo que conlleva a una caida en la concentracion
de la hormona progesterona y en consecuente se lleva a cabo el creciente de un
foliculo preovulatorio, que da a un aumento en las concentraciones de estrogenos
(Hasbi & Gustina, 2020).

En segundo lugar, el estro generalmente se caracteriza por la produccion de un pico
de la hormona LH y FSH (Guaqueta, 2009), con relacion a la produccion de estradiol
siendo la hormona dominate (Atuesta & Gonella, 2011), que consecuentemente
lleva a la expresion de signos del celo, ademas en seguida el proceso de ovulaciéon
(Atuesta & Gonella, 2011). En particular el celo es un comportamiento en el que la
hembra esta lista para ser apareada o cercana a la ovulacion (Zebari, Rutter, &
Bleach, 2018).

Las altas concentraciones de estrogenos permiten dentro del estro a la hembra
expresar ciertas caracteristicas o signos como la vulva edematizada, secrecion de
moco vulvar, bramidos, disminucién de apetito, quietud cuando otros animales la

montan (Gasque, 2016). Ademas, colectivamente el proestro y el estro se les
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conoce como fase folicular del ciclo estral (Atuesta & Gonella, 2011). En seguida en
metaestro es periodo el que existe una serie de procesos endocrinos que a su vez
conllevan a el control de la dinamica del ovario durante ese proceso de tiempo
(Guaqueta, 2009) en el cual se forma el cuerpo luteo con los restos del foliculo
ovulado (Atuesta & Gonella, 2011). Por ultimo, el diestro, con la presencia del
cuerpo luteo y el aumento de la progesterona junto con la produccién de esteroides
con relacion al crecimiento del cuerpo lateo (Hasbi & Gustina, 2020). Siendo estos
dos ultimos en conjunto llamados como la fase lutea del ciclo estral (Atuesta &
Gonella, 2011).

LH surge

onset of heat
‘procvulatory lolkele
00Cyte changes fram

Y 1102 (15t polar body expellad) insemination
LH level f ovulation
’ m & oocyte join = fertlization
N\ Progesterone spe ye | |

CL fully functional

| Wper o " R
R SA—— O -
Dayoflll]lll[l]]]l] H]llllI]lll]l]l':l]llll]l
cyle 200 2 4 6 & 10 12 14 1820 2 4 6 8 101214 16 18 20 2
‘—»—M—v--/\- — — J
Pro Estrus Met Diestrus

Figura 2. Fases del ciclo estral. (Hashi & Gustina, 2020)

Es necesario recalcar que el estudio del aparato reproductor de la hembra es
importante, ya que en el suceden procesos fisiologicos, metabdlicos y hormonales

importantes para la reproduccion de la hembra (Sequeira, 2013).

Es evidente que el aparato reproductor de la hembra bovina esta formado por
estructuras que se organizan y se distribuyen de forma anatémicamente. Asi mismo
estas estructuras estdn compuestas por tejidos de caracteristicas flexibles, esto les
permite tener cambios drasticos en el tamafio y la posicion de los mismos (Lennis
et al., 2021)
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La distribucidén de estas estructuras nos permite conocer no tan solo la anatomia,
sino también su actividad fisiol6gica que tuenen estos mismos y de codmo es que
funcionan (Lennis et al., 2021). De esta forma se aborda el tracto reproductor

iniciando de la vulva hasta los ovarios:

Figura 3. Localizacion de las estructuras del aparato reproductor de la hembra

bovina. (Lennis et al., 2021)
2.4.2 Vulva

La vulva es un tejido o conjunto de pliegues cutaneos, estos mimos son conocidos
como labios vulvares que tienen como funcion la proteccion del exterior de las otras
estructuras internas como por ejemplo la vagina, asi mismo que la identificacion por
parte del macho para el estimulo antes de la monta (Lennis et al., 2021).
Generalmente la vulva es ubicada verticalmente, siendo lisa en su totalidad con
presencia pequefio pelos llegando a formar una protuberancia de estos mismo en

la comisura ventral (Sequeira, 2013).
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Figura 4. Vulva (1) labio vulvar izquierdo, (2) labio vulvar derecho, (3) comisura

dorsal, (4) comisura ventral (Lennis et al., 2021).
2.4.3 Vagina

Es una estructura de tipo tubular con caracteristicas fibroelasticas, pues permite
tener la suficiente capacidad de distensién por parte de sus pliegues longitudinales
internos. La vagina es el lugar donde se deposita el semen en la monta natural y

propicia el paso de los espermatozoides hacia el canal cervical (Lennis et al., 2021)
2.4.4 Utero

Este segmento o estructura esta formado por tres secciones: cuello o cérvix, cuerpo
y cuernos. El cérvix o cuello corresponde a la parte mas caudal del utero, este
conecta el utero con la vagina a través del canal cervical, tiene una longitud de 6 a
18 cm. Este mismo presenta una consistencia firme a la palpacion debido a que
presenta cuatro anillos cartilaginosos circulares mejor conocidos como anillos
cervicales. Por otra parte, el cuerpo del Utero es una estructura de corta longitud
llegando a medir solamente de 1 a 5 cm, el cual conecta al cérvix con los cuernos
uterinos. Por ultimo, los cuernos uterinos que son estructuras de buen tamafio y
bien definidos. Estos tienen como funcién de recibir, implantado y desarrollo del

embrion hasta el momento del parto (Lennis et al., 2021)
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Figura 5. Cuerpo del utero (recuadro rojo), (1) cérvix o cuello uterino. (2) cuernos
uterinos. (Lennis et al., 2021)

2.4.5 Oviducto

Este mismo también conocido como trompa uterina son estructuras tubulares que
se encuentran entre los cuernos uterinos y los ovarios, estos tienen un recorrido
tortuoso dividiéndose en tres segmentos simples de los cuales consta de
infundibulo, ampolla e istmo. La funcion del oviducto es la de atrapar, transportar y
dar el encuentro entre los gametos femeninos (ovocito) y masculino

(espermatozoide) (Lennis et al., 2021).
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Figura 6. (1) cuerno uterino, (2) oviducto y (3) ligamento mesosalpinx. (Lennis et
al., 2021)

2.4.6 Ovarios

Mayormente los ovarios son estructuras en forma ovoide, y con el tiempo y edad del
animal sufren cambios entonces llegan a ser irregulares. El tamafio es variable por
factores tanto de la edad, etapa reproductiva y numero de paros, estos mismo llegan
a tener una longitud que va desde los 1 a 10cm (Lennis et al., 2021). En los ovarios
podemos encontrar otras estructuras como lo son foliculos, cuerpo luteo, el cual es
una glandula transitoria que nos producira progesterona, esta misma estructura se
forma a partir de las células posteriores a la ovulacion, teca y granulosa (Arechiga
et al., 2019). Las caracteristicas y situacion de los ovarios se ven reflejadas bajo la
edad, raza, estado fisico y hormonal, e incluso el nimero de partos (Sequeira,
2013).

Esta estructura tiene funciones importantes dentro de la fisiologia reproductiva de
la hembra bovina pues tiene como finalidad la produccién de ovocitos (gametos) y
de la produccion de hormonas. Las principales hormonas secretadas o producidas
por el ovario son los estrogenos, progesterona, androgenos y relaxina (Motta,

Ramos, Gonzales, & Castro, 2011).



17

Figura 7. Ovario izquierdo con presencia de foliculos (1) y ovario derecho con
presencia de cuerpo luteo (2) y cuerpo albicans (3) (Lennis et al., 2021).

2.5 COMPLEJO CUMULUS-OVOCITO

En definicién el complejo cumulus-ovocito es justamente un acoplamiento de células
cumulares generando proyeccion en la zona peldcida, fijando y rodeando al ovocito
(Martinez Serrano et al., 2023). Mientras que Turathum B et al. (2021) menciona
gue este complejo no es mas que células somaticas (Células del cumulus) que
rodean al ovocito, desempafiando funciones importantes como crecimiento del

mismo, maduracion, ovulacion y fecundacion.

Haciendo énfasis a lo ya mencionado el complejo inicia sobre todo con cada foliculo
primordial en el cual se sabe que dentro del existe un ovocito y una minima capa de
células de la granulosa (GCs2), y estas mismas estructuras cambian conforme al
desarrollo del foliculo (Xie, Xu, & Liu, 2023). Que a su vez el aumento del tamafio
de ovocito y de un cambio de tamafio exponencial de las células de la granulosa,
llegando a formar células columnares estratificadas. Siendo asi la formacion de

células del cumulus (CC) y de células murales de la granulosa (Xie, Xu, & Liu, 2023).
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Figura 8. Diagrama del desarrollo folicular (Turathum et al., 2021).

Es primordial saber que la comunicacion entre las CC y el ovocito debe ser de forma
natural a través de una transmision directa. Asi mismo el contacto directo de las
CCs y el gameto permiten la reanudacion de la meiosis y del proceso metabdlico
(Marchais et al., 2022). En pocas palabras las células del cumulus y el ovocito son

metabolicamente codependientes (Martinez Serrano et al., 2023).

La comunicacion intercelular es fundamental en la mayoria de las células que hacen
presencia en el COC’s, puesto que esto se ve desarrollado a través de estructuras
de conexion (Xie, Xu, & Liu, 2023).

Dentro de esta comunicacion existen estructuras morfolégicas que permiten llevar
a cabo dicha comunicacién, siendo estructuras propias o que se encuentran
integradas a las células del COC’s. A lo anterior expuesto se encuentran estructuras
como las son las encargadas de la comunicacién intercelular, como la son las
proyecciones trazonales (TZP’s), Uniones de huecos (Gjs), Microvellosidades,
vesiculas extracelulares (EV's), y fusion de membranas celulares (Xie, Xu, & Liu,
2023).
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Figura 9. Comunicacion intercelular del complejo cumulus-ovocito (Xie, Xu, & Liu,
2023)

Figura 9. Diagrama de estructuras morfoloégicas en la comunicacion

intercelular en el complejo cumulus-ovocito. Tomada de (Xie, Xu, & Liu, 2023)

En primer lugar, encontramos a las proyecciones trazonales (TZP) estas son largas
proyecciones que sobresalen del citoplasma de las células cumulares (CC)
atravesando la zona pelucida permitiendo adherencia a la membrana plasmatica del
ovocito (Marchais et al., 2022). En segundo lugar, estan las uniones de huecos o
uniones gap (Gjs) estas participan en comunicacion de diferentes células, a través
de pequeiios componentes que son las conexinas (CX), siendo la CX43 y la CX37
las dos mas importantes. De igual manera las CX43 se encargan de la comunicacion
entre CC y CC, mientras que la CX37 permite la comunicacion entre CC y ovocito
(Xie, Xu, & Liu, 2023). Asi mismo se cuenta con microvellosidades estas permiten
una accion de conectividad y de comunicacion con células cercanas e inclusive la
de fusionarse con otros gametos (Xie, Xu, & Liu, 2023). Posteriormente estan las
vesiculas extracelulares, presencia de este tipo de vesiculas permite que se
presente un proceso llamado expansion de las células del cumulus (CC) al momento
de la ovulacion. De la misma manera proporcionan proteccién al complejo cumulus-

ovocito (COC’s) de efectos de estrés por choque térmico (Marchais et al., 2022).
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Las CCs cumplen funciones importantes en el complejo cumulus-ovocito, de las
cuales observaremos funciones importantes en la calidad, proteccion, crecimiento y

desarrollo del ovocito (Martinez Serrano et al., 2023)
2.5.1 Rol de las CCs en la calidad del ovocito.

La calidad del ovocito es una determinante importante dentro de la fertilidad.
Permitiendo asi que las células del cumulus influyan en la competencia ovocitaria y
generando proteccion al ovocito de condiciones peligrosas dentro del manejo de la
fertilidad (Martinez Serrano et al., 2023).

2.5.2 Rol de las CCs en la proteccién del ovocito.

Es evidenciado que el ovocito tiene la capacidad de produccion de sustancias de
especies reactivas de oxigeno (ROS), de las cueles son esenciales para el
desarrollo del mismo. Mas sin en cambio estas sustancias tienden a reaccionar
frente a otras moléculas como son los acidos nucleicos y lipidos, llegando a generar
estrés oxidativo y por ende un dafio celular afectando la calidad y viabilidad del
ovocito. Mientras tanto las CCs cuentan con esa capacidad, la de producir
antioxidantes responsables contra el estrés oxidativo de los ovocitos. Siendo asi el
tripéptido glutation el antioxidante primordial producido por las CCs (Martinez
Serrano et al., 2023).

2.5.3 Rol de las CCs en crecimiento y desarrollo del ovocito.

Ademas de formar parte de la calidad y proteccion las CCs también cumplen
demasiado en el crecimiento y desarrollo del ovocito, este desarrollo se nota a
través del aprovechamiento de nutrientes y metabolitos esenciales. Principalmente
la glucosa es uno de estos, ya que con ella las CCs generan ATP que permite una

buena maduracion meiética de los ovocitos (Martinez Serrano et al., 2023).
2.6 CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS.

En cuanto al mejoramiento genético del ganado, es indispensable saber que es un
motor indispensable no solo en la genética sino también en la sostenibilidad de la

agricultura animal. Permitiendo asi una intensificacién en la produccion mundial y
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en la reduccion en el intervalo generacional, siendo este el punto mas importante

dentro del mejoramiento genético (Tinoco, Carrera, & Capa Mora, 2024).

El mejoramiento genético es influenciado a través de diferentes practicas que se
garantizan la seleccién genética y esquemas genéticos mas complejos. Una de las
practicas dentro de este &mbito es la produccion de embriones in vitro (Mejia et al.,
2022). En pocas palabras, la produccion de embriones in vitro ha crecido
crucialmente durante los ultimos tiempos (Tinoco, Carrera, & Capa Mora, 2024).

La produccion de embriones se desarrolla para la produccién crias de animales de

alto valor genético (Quispe et al., 2018).

Sierra (2011). Menciona que la produccion de embriones in vitro se ve con alta
codependencia en la competencia ovocitaria, en la que se necesitan cambios

morfologicos, transcripcion citoplasmatica y compartimiento nuclear del ovocito.

Con respecto a lo anterior el paso mas importante en la produccion de embriones in
vitro es bajo un factor de seleccion de calidad de los ovocitos que permutan
someterse a un proceso de maduraciéon nuclear y citoplasmatica similar al que es
dentro del foliculo (Aiman , Ramzi, Muath, & Ahmad, 2022). Asi mismo sumado a
esto una determinante importante es la variabilidad de los animales de donde se

obtiene los ovocitos (Duma et al., 2019).

Se sabe que este tipo de biotecnologias son 6ptimas hoy en dia, mas sin en cambio
sigue presentando deficiencias ya que el 20-40% de los ovocitos recuperados llegan

realmente a ser blastocitos (Duma et al., 2019).

Por otra parte, la recoleccion de ovocitos permite aprovechar aquellos foliculos que
no ovularon y que por ende se puedan utilizar dentro de la produccion in vitro (PIV),
con condiciones filologicas similares a la del foliculo, con el objetivo de aprovechar

el potencial genético del animal (Fernandez, Hernandez, & Reyes, 2010).

Es importante aclarar que los ovocitos necesitan de medios éptimos para su
desarrollo, teniendo en cuenta que los medios en los cuales se desarrollan se vienen

utilizando desde hace 30 afios (Tinoco, Carrera, & Capa Mora, 2024).
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A su vez la calidad de los ovocitos se basa en una evaluacion morfologica de tipo
visual en la que se determina el nimero de capas de células del cumulus,
homogeneidad citoplasmatica y conformidad de la zona pellcida, no obstante, este
tipo de cuestiones no ha permitido seleccionar ovocitos mas competentes (Duma et
al., 2019).

Esta claro que este tipo de evaluacién no causa problemas al ovocito, ya que esta
se puede realizar sin dafio al desarrollo inicial del ovocito al igual que al embrionario.
Las caracteristicas morfologicas de las células del cumulus tienen idea subjetiva

para determinar la calidad del ovocito (Ozturk, 2020).

Dentro del foliculo existen numerosas células somaticas que rodean al ovocito,
estas permiten una comunicacion continua y progresiva con el mismo permitiéndole
desarrollarse y madurar. Un indicativo morfologico importante son las células del
cumulus para saber la capacidad de desarrollo y maduracion del ovocito (Mejia at
al., 2022)

Se han optado por varias clasificaciones morfolégicas con el objetivo de identificar
ovocitos de mayor calidad y viabilidad. Una de ellas es la comparacion en la que
separan bajo escalas de valores del 1 al 4, en la que considera las células de

cumulus, citoplasma y zona pellcida del ovocito (Leinfired y First, 1979).

Hay diferentes criterios de evaluacion, pero la mayoria sigue un patron idéntico de
evaluacion estructural del ovocito de cada categoria. (I) CC de grado 1, intactas,
compactas, multicapas y con homogeneidad del citoplasma; (II) CC de grado 2,
intactas, compactas y multicapa con citoplasma no homogéneo, asi mismo CC
incompletos (> 3 capas) compactos con citoplasma homogéneo o ho homogéneo;
(1) CC grado 3, incompletos (> 2 capas) compactos con citoplasma homogéneo o
no homogéneo, de igual manera con CC parcialmente desnudos compactos con
citoplasma homogéneo o no homogéneo; (IV) CC grado 4, completamente o
parcialmente desnudos con citoplasma no homogéneo, ademas de CC expandidas

con citoplasma no homogéneo (Choi et al., 2013)
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Grado 1: presencia de CCs compactas con mas de 4 capas células cumulares,
citoplasma con graduaciones finas y homogéneas, una zona pelicida marrén y
completa. Grado 2: Presencia de CCs parcialmente compactas con menos de 3
capas de células cumulares, citoplasma con graduaciones distribuidas, pudiendo
estas distribuidas en el centro o en la periferia, zona pelicida semicompleta y poco
descolorida. Grado 3: presencia de CCs, pero expandidas no es su totalidad.
Citoplasma contraido con pequefios espacios en la membrana y zona pellucida
degrada y fragmentado. Grado 4: ovocito desnudo sin células cumulares (Gonella
et al., 2013).

A)

Figura 10. Categorias morfolégicas: A= Categoria 1, B=Categoria 2, C= Categoria
3 y D=Categoria 4 (Kouamo et al., 2019).
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2.7 ESTRUCTURA DE LA CROMATINA

Generalmente las células eucariotas 0 somaticas tienden a presentar cargas
genéticas similares, una de las diferenciaciones celulares son las proteinas que dan
esta diferenciacion fenotipica (Cavagnari, 2012). Una de las estructuras evidentes
en la célula, es el nacleo, en este se encuentra la mayor parte del DNA y su funcién
es darle integridad al material genético (Rojas & Milan , 2016).

Asi mismo en las células eucariotas la cromatina es formada por el mismo DNA y
proteinas adyacentes que van compactando las grandes cantidades de material
genético (Orrego, Ponte , & Suau, 2015).

Existen diferentes definiciones sobre la cromética, sin en cambio la mayoria tiene
similitud o estan encaminadas a definicion similar. Cavagnari., (2012), menciona
gue es una estructura formada por complejos, en este caso el DNA y proteinas
denominadas histonas que le dan estabilidad y lo acoplan dando como resultado un
nucleosoma, el cual que se forma por la unién de 8 histonas o bien asi un octamero
de histonas
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Figura 11. Compactacion de la cromatina desde la doble hélice hasta el cromosoma
metafasico. (Rojas L. y Milan C., 2016)
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Dentro del nucleo de la célula, la cromatina se encuentra en formas o grados de
compactacion distintas: si la cromatina se encuentra en forma laxa se denomina
eucromatina, mientras que la cromatina compacta suele denominarse
heterocromética (Rojas & Milan , 2016). De igual manera la cromatina se liga
principalmente a procesos de dindmica estructural que permiten llevar a cabo la
replicacion, transcripcion y relacién de la expresion genética (Orrego, Ponte , &
Suau, 2015).

Como se ha mencionado, la produccion eficiente de embriones bajo ovocitos en
maduracion in vitro (IVM) es necesario tener en cuenta que deben ser de alta calidad
y el de tenerles en condiciones éptimas para la produccidon de estos en forma in
vitro. Estudios mencionan que la calidad de los ovocitos inmaduros son
determinantes importantes para la calidad de los ovocitos maduros, en la que son

proporcionales (Lee et al., 2019)

Una de las capacidades de desarrollo del ovocito se ve en gran medida dentro de
la diferenciacion nuclear, que a su vez se ve reflejado en su mayoria dentro del

grado de compactacion de la cromatina (Silva et al., 2020).

Agregando a lo anterior la maduracion de los ovocitos es una proceso crucial y
complejo en el cual contribuyen factores citoplasmaticos y nucleares. De la misma
manera el ovocito debe de transitar de un estado de crecimiento al proceso de
maduracion ya antes mencionado, pues caracteristicamente esto se ve con la
presencia o el estancamiento en la profase | de la meiosis en el nacleo del ovocito,
a la cual se le denomina vesicula germinal (GV). (Salimov et al., 2023). El ovocito
entra en meiosis en la etapa de desarrollo fetal y se mantienen inertes en profase |
hasta la pubertad. Posterior a la pubertad, el ovocito entra en una reanudacién
meiotica por la participacion de la hormona luteinizante (LH) que reactiva la meiosis.
El principal signo de la reanudacién meiética es la ruptura de la vesicula germinal
(GVBD), dando lugar a siguientes procesos (Zhang et al., 2019). Posteriormente le
ovocito entra en la fase de metafase | (Ml) que es la emision del primer cuerpo polar
(PB1) y la metafase Il (MIl) que viene acomparfada de la liberacion del segundo

cuerpo polar (Salimov et al., 2023).
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La cromatina es accesible y dinAmica ya que su accesibilidad es importante para la
transcripcion y desarrollo embrionario (Ming et al., 2021). A esto mismo se sabe que
la gametogénesis y el desarrollo celular temprano en los mamiferos se ve
especialmente por la reorganizacion de la cromatina (Du et al., 2020). Los ovocitos
en GV mayormente se separan en dos tipos de configuracion de la cromatina: (1)
nucleolo rodeado (SN) en la que se forma un anillo alrededor del nucleolo; y (II)
nucleolo no rodeado (NSN) la cromatina se encuentra dispersa por el nucleolo (Lee
et al., 2019). Otra de las formas de clasificacion de la cromatina es bajo su forma de
condensacion, los ovocitos en GV se condensa gradualmente dando clasificatoria
de GVO, GV1, GV2y GV3. Bajo estas cuestiones se sabe que los ovocitos con GVO
se encuentran en crecimiento, sin cromatina condensada y no pueden realizar
meiosis Il, mientras que los ovocitos con GV1-GV3 estan totalmente desarrollados,
con grados crecientes de la cromatina y son capaces de ser fertilizados (Silva et al.,
2020).

2.8. TINCIONES MAS UTILIZADAS EN OVOCITOS

2.8.1 AZUL DE TRIPAN

Ciertas investigaciones con relacion a los complejos cumulus-ovocito (COC)
solamente el 54% son fecundados con éxito a través de técnicas de fertilizacion in
vitro (FIV). Asimismo, se cuestiona justamente la utilizacion de tinciones que
permitan evaluar la viabilidad de las células para poder realizar técnicas como la

FIV y se vuelvan mas eficientes (Filipiak y Larocca., 2012)

El azul de tripan (AT) es una tincion de caracteristicas supervitales, que ha permitido
evaluar la viabilidad de las células (Filipiak y Larocca., 2012). De la misma manera
el AT es utilizado no solo para la evaluacion de células si no dentro de la histologia
médica para evaluar células muertas, en la viabilidad de levaduras y en tincion de
hongos principalmente (Santana et al., 2023). Mas sin en cambio a pesar de ser una
de las tinciones de mayor uso sobre todo en esas técnicas no existe respaldo total

en la aplicacion en el area de reproduccion bovina (Filipiak y Larocca., 2012).

Es importante saber que este tipo de tinciones son realmente perjudicales para la

salud humana llegando a generar efectos teratbgenos, cancerigenos y muta
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génicos (Santana et al., 2023). Todo esto pospuesto por la Agencia Internacional
para Investigaciones sobre el Cancer (Rodriguez et al., 2015).

El uso del azul de tripan, se ha venido implementado como medio para la evaluacion
de la viabilidad y competencia de desarrollo de los ovocitos, sin llegar a causarle
efectos negativos en la salud del mismo y de sus células en conjunto. A su vez esto
tiene como finalidad de seleccionar los ovocitos viables (vivos), ya que los no viables
(muertos) tienden a absorber el tinte y se tifien de un color azul (Quezada et al.,
2018).

(Caraba, 2023). Menciona que el azul de tripan es una técnica utilizada para
cuantificar las células vivas mediante el etiquetado exclusivo de las células muertas.
Debido a que en las células vivas existe una membrana sana que no permite la
entrada del azul de tripano, permaneciendo incoloros, mientras que en las células
muertas el azul de tripano penetra la membrana porosa de la célula tifiendo el

citoplasma, dando como resultado el tipico color azul.

2.8.2 AZUL BRILLANTE DE CRECILIO

Una de las practicas actuales dentro de las tecnologias embrionarias, es la
produccion in vitro de embriones en bovinos, llegando a ser esencial para llegar a
general animales de alto valor genético. Esto consta de 4 etapas importantes: (1)
maduracion in vitro; (2) capacitacion espermatica; (3) fecundacion in vitro y (4)

cultivo in vitro de embriones (Quezada et al., 2018).

Justamente esto nos conlleva a tener en cuenta que la calidad de los ovocitos es un
factor principal para llegar a la etapa de blastocisto, asi que se deben de seleccionar
los de alta calidad (Maia et al., 2017).

Ciertos criterios de calidad permiten tener mayor precisioén en el nimero de ovocitos
y de los mas competentes. Una de las caracteristicas o criterios de evaluacion de la
calidad de ovocitos en la actualidad es a través de su morfologia, que incluye
principalmente en la granulacion de citoplasma y el nimero de capas de células del

cumulus (Murin et al., 2019). Sin embrago estos criterios de evaluacién mayormente
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son de forma cualitativa y se dificulta seleccionar a los ovocitos mas competentes
(Neira et al., 2023).

En la actualidad se han implementado métodos bioquimicos de marcaje que
permiten tener una tasa alta de recuperacién de calidad de ovocitos (Murin et al.,
2019). Uno de ellos es el azul brillante de crecilio (BCB) el cual es un medio no
invasivo que permite seleccionar ovocitos mas homogéneos y competentes, bajo la
reaccion de una enzima denominada glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH),
esta misma sintetizada por el ovocito en crecimiento y ausente en los ovocitos que
terminaron esta misma fase (Quezada et al., 2018). Esta misma enzima forma parte
de la via de las pentosas fosfato (Bittner et al., 2023). Dentro del metabolismo de la
glucosa dando NADPH y ribosomas para el crecimiento celular (Otero et al., 2017).
Siendo la G6PDH un promotor de importantes antioxidantes, como el glutation
(GHS) que ayudan en el desarrollo del ovocito (Bittner et al., 2023). Por lo tanto, la
enzima G6PDH se presenta con mayor actividad en ovocitos en crecimiento que en
aquellos que ya concluyeron su crecimiento final (Otero et al., 2017). Con relacion
a lo anterior los ovocitos que terminaron su fase de crecimiento son color azul
(BCB+) y los ovocitos que siguen en crecimiento permanecen incoloros (BCB-) por

la disminucion de la enzima (Neira et al., 2023).

Figura 12. Ovocitos tefiidos con azul brillante de crecilio (BCB), A: ovocitos
negativos (BCB-), B: ovocitos positivos (BCB+) (Bittner et al., 2023)
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2.8.3 TINCION ACETO-ORCEINA

Las técnicas de tincion se han venido consolidando durante mucho tiempo
permitiendo llegar a conocer ciertas estructuras que a simple vista no son
apreciables, evidentemente con apoyo de tecnologias y materiales de laboratorio
gue permiten hacer este tipo de practicas mas confortables al momento de trabajar
con productos bioldgicos. Una de las tinciones especificas es la orceina, esta es
producto de liquenes, principalmente extraida de la orchilla o urchill (del latin
auricilla, orejita) de la Roccella tinctoria. Utilizada cominmente para la produccion
de tornasol y técnicas histoldgicas para tefiir neuronas, neuroglias y elastina. Asi
mismo se le adjudican usos dentro de estudios de biopsias hepaticas, sobre todo
en casos de hepatitis B. Asi mismo dentro de la cito génica animal y vegetal, al
evaluar los cromosomas y estudiar el cariotipo: numero, forma, defectos y
deformidades de los mismo, al ser fijados y coloreados con la técnica de aceto-
orceina, ya que esta tiene afinidad por adherirse a las histonas que sostienen al
DNA (Barcat, 2003)

La reproduccion asistida es una herramienta esencial y primordial en estudiar la
maduracion ovocitaria, produccion temprana de embriones y el amplio medio de

investigaciones en animales (Nguyen & Binh, 2021).

Como se ha venido comentando en el sector ganadero, uno de los grandes desafios
gue llegan a ser apremiantes, es la productividad del ganado y la mala calidad
genética (Syaiful et al., 2024). A su vez este tipo de problematicas se pueden
disminuir con practicas o técnicas de biotecnologia animal como la produccién de
embriones in vitro, siendo una de las practicas de reproduccion asistida que se han
venido utilizando durante estos afios en la que consiste en la maduracién in vitro
(IVM), fertilizacion in vitro (FIV) y cultivo in vitro (CIV) (Sonjaya et al., 2017). Esta
practica es utilizada en un gran nimero de especies animales con variedad de
propdsitos (Zarcula et al., 2015), siendo una de las mas comunes y dando buenos
resultados en la especie bovina (Zarcula et al., 2015). Mas sin en cambio a pesar
de tener buenos resultados de la produccion de embriones in vitro en la especie

bovina que en la de otras especies, solo el 30-40% de los ovocitos llegan a la etapa
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de blastocisto (Kartikasari et al., 2020). Se debe tener en cuenta que el éxito en la
produccién de embriones in vitro (PIVE) se ve influenciado sobre todo por la
maduracion in vitro y cualidades del ovocito (Riyuska , Karja, & Setiadi, 2019) . En
la que la maduracion exitosa del ovocito es considerada como la mas importante y
mas critica dentro de la PIVA (Singh et al., 2023). La calidad de los ovocitos es una
de las cualidades principales y esenciales para la produccién de embriones in vitro
(Satrio et al., 2022). Es justamente por ello que la seleccién de ovocitos de alta
calidad permite tener resultados satisfactorios en la produccién de embriones in vitro
(Riyuska , Karja, & Setiadi, 2019)

La maduracién es un proceso complejo y muy bien estructurado de pasos que debe
de sufrir el ovocito durante sus inicios hasta la maduracién como tal, esto se da
inicialmente en el desarrollo fetal donde los ovocitos se desarrollan y se mantienen
en la etapa de profase | de la meiosis o también denominada vesicula germinal
(GV). Estos procesos principalmente se dan in vivo, en la que la maduracion nuclear
se reanuda bajo el aumento de LH que por consecuencia da la ovulacion del foliculo
dominante, ya con el ovocito en la etapa de metafase Il (MIl) de la meiosis. Esto
mismo da la oportunidad de una correcta maduracién no solo nuclear sino también
citoplasmatica. In vitro es totalmente diferente, ya que los ovocitos posteriores a ser
aspirados y madurados in vitro, hay un reinicio espontaneo de la meiosis y por ende
a Ml (Batsiokis, 2019).

Figura 13. Estado nuclear de ovocitos bovinos, GV: Vesicula germinal, MI: Metafase
1, MIl: Metafase 2 y D: Degenerado.
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Figura 13. Estado nuclear de ovocitos bovinos, GV: Vesicula germinal, Ml:
Metafase 1, MIl: Metafase 2 y D: Degenerado (Tomado de Satrio et al., 2022)

ll. MATERIALES Y METODOS

Para los métodos y manejo de los animales se emplearon criterios éticos y bienestar
animal tanto con normas a nivel internacional (Fass, 1999) y nacionales (Norma
Oficial Mexicana, 1999). De la misma manera la obtencion de las muestras
biolégicas fue a través de un rastro tipo inspeccion federal con N°.TIF 243
(SENASICA, 2024)

Localizacion del area de estudio.

El estudio se realiz6 en la Comarca Lagunera, se presenta una latitud de 24° 22’
norte y longitud 102° 22’ oeste a 1.120 metros sobre el nivel del mar. La zona
presenta un clima semiarido seco, con una precipitacion pluvial anual de 250mm,
temperatura media anual de 25°C con maximas de 45°C y minimas de -5°C, y con
una humedad relativa del 20-25% (INEGI, 2021).

Obtencién de muestras.

Se manejaron aproximadamente 213 ovarios de vacas Holstein Friesian de rastro,
recolectados del rastro municipal de Torredn Tipo Inspeccién Federal N°.243
(SENASICA, 2024) ubicado en el Fraccionamiento San Estaban de la carretera
Torredn-Mieleras con coordinadas 25° 48’ 53.63” N y 103° 34’ 38.56”, los ovarios
se obtenian en el momento del faenado de los animales. Se seleccionaban aquellos
ovarios con presencia de cuerpo luteo, sin anormalidades estructurales y con una
buena proliferacion de foliculos de aproximadamente 6-8mm, ya que dentro de ellos

se encuentran los ovocitos o gametos (Motta et al., 2011).

Evaluacién externay transporte de ovarios.

Los ovarios seleccionados en 7 blogues definido como la recoleccion de ovarios
(213) fueron aquellos provenientes de vacas de rastro (clinicamente sanas),
ademas de no presentar alteraciones anatomicas evidentes, como lo son
adherencias, fibrosis, quistes. El transporte se realizé en un termo con soluciéon

salina (SSF al 0.9% de NacCl), adicionado con 1mg/ml de gentamicina (Internacional
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El transporte se realizd al laboratorio del Centro de Biotecnologia de la
Reproduccion (CBR) de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro Unidad

Laguna (UAAAN-UL), dentro de las primeras 4 horas después de la colecta.

Desinfeccion y preparacion de los ovarios.

En el laboratorio del CBR, los ovarios fueron retirados de la solucion de transporte
sobre trozos de aluminio y papel canela, fueron rociados con alcohol 70% (Alfimex),
dicho procedimiento se realizé cuidando la cadena de temperatura de transporte a
37° C. Posteriormente, los ovarios se colocaron en un vaso de precipitado con SSF
(0.9% de NaCl) adicionada con 1mg/ml de gentamicina en un bafio maria
electronico (Felisa, Termo: Bafo) a temperatura constante de 37° C durante el

proceso de aspiracion.
Aspiracion folicular y obtencién de complejos cumulus ovocito (CCO).

La aspiracion folicular en tiempo y forma fue realizada siempre por los mismos
técnicos de laboratorio. De cada ovario se identificaron visualmente foliculos de
aproximadamente 6-8 mm, los cuales se aspiran con una aguja de 18 G x 1.5’
acoplada a una jeringa de 5 ml estéril. El licor folicular se deposité en un tubo falcon
de 50 ml (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, Estados Unidos) con SSF
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atemperada y este se coloco en el bafio maria. Dicho proceso de aspiracion de cada
una de las repeticiones se realiz6 en un promedio de tiempo de 36111 minutos.

Para la busqueda de los CCO, se tom6 1 ml del sedimento aspirado, se coloc6 en
una placa de Petri de 90 mm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos), afiadido con 7 ml SSF a 37 °C y 3 ml de buffer fosfato (PBS, Gibco)
complementado con 0.3% de albumina sérica bovina al 1% (BSA; Goldbio, Ashby
RD. St. Louis, MO) a 37°C a través de un estereoscopio (EMZ 66381, Meiji Techno
Co., LTD, Tokio Japdn).

Figura 14. Aspiracion folicular de los ovarios por aguja.

Seleccion y clasificacion de los COC's.

La recoleccidn de los ovocitos se realizé con ayuda de una pipeta de 10 ul con el
estereoscopio (EMZ 66381, Meiji techno Co., LTD, Tokio Japon) en el visor 40X, asi
mismo se colectaron en una placa con gotas constituidas con 105 yL de medio
Wash (IVF-Bioscience, Reino Unido) y 45 uL de PBS adicionado con 0.3% de BSA
al 1%, estableciendo por gota a los ovocitos bajo un rango de cuatro categorias
morfolégicas que se basan en el numero de capas de células cumulares (CC)
presentes y en la homogeneidad del citoplasma. En las que son: (I) CC de grado 1,
intactas, compactas, multicapas y con homogeneidad del citoplasma; (lI) CC de
grado 2, intactas, compactas y multicapa con citoplasma no homogéneo, asi mismo
CC incompletos (> 3 capas) compactos con citoplasma homogéneo o0 no
homogéneo; (Ill) CC grado 3, incompletos (> 2 capas) compactos con citoplasma

homogéneo o no homogéneo, de igual manera con CC parcialmente desnudos
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compactos con citoplasma homogéneo o no homogéneo; (IV) CC grado 4,

completamente o parcialmente desnudos con citoplasma no homogéneo, ademas

de CC expandidas con citoplasma no homogéneo (Choi et al., 2013).

Figura 15. Busqueda y seleccion de los COC's.

Andlisis de calidad y viabilidad.

Después de la seleccion y clasificacion ovocitaria, cada una de las categorias se
dividieron de manera aleatoria y proporcional en grupos de los cuales fueron, control

(CN) y azul de tripan (AT), con respecto a cada tratamiento.
Maduracién in vitro.

El proceso se implementé bajo cajas de cultivo (NUCLON ®) con una distribucién
en el contenido por divisiones de la numeraciéon del 1 al 9 en la que se tomaran los
criterios bajo los grupos establecidos, de los cuales se subdividen en las categorias
del COC correspondientes (1-4). Se colocaron gotas de 50ul de medio de
maduracion (BO-HES-IVM, ivfbioscience) gaseado con CO2 por 10 segundos,
mismas que se recubrieron con aceite mineral (LifeGuard ® Oil) sobre toda la
atmosfera de la placa hasta cubrir las gotas, colocando los ovocitos
correspondientes en cada una de las secciones por gota, en la que el grupo control
se estableci6 en las gotas 1 a la 4, mientras que los ovocitos viables evaluados con
azul de tripan se colocaron en las gotas 5 a la 8, mientras que los ovocitos
clasificados como muertos fueron colocados en la gota 9 para simular un proceso

normal de maduracion. Los ovocitos recolectados por categoria se colocaron a
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madurar en una estufa-horno (Felisa, Mod: FE-291AD, Serie: 1806029) previamente

establecida a una temperatura de 37 °C y 5% de CO? en un lapso de 24hrs.

Resultados de maduracion.

Aquellos ovocitos que cruzaron por un cuadro de maduracion se evallan
principalmente por el grado de expansion de las células cumulares posterior a ser
madurados, de la misma manera, se observod si se encontraron en alguna de las
fases de maduracién ovocitaria. Una caracteristica principal que se observa es la
presencia del primer corpusculo polar de la cual el ovocito indica que se encuentra

en fase de metafase Il (Batsiokis, 2019).

Evaluacion del indice de expansion.

El indice de expansion se determind a través de imagenes de los COC a 300x
mismas que son tomadas a las Ohrs y 24hrs maduracion. Las imagenes fueron
tomadas con un celular (iPhone 11, Apple Inc., resolucion de 12 pixeles) acoplado
a un microscopio estereoscopico con aumento de 2x. Las imagenes se almacenaron
en archivos PNG, manteniendo la misma configuracién y enfoque. En las fotografias
se evalu6 el area a travées de un programa Imaged (NHI, version 1.53k;
http://rsbweb.nih.gov/ij/), delimitando la circunferencia de las imagenes a través de
la seccién de mano alzada (FreeHand), bajo una escala con ayuda de una imagen
de la camara de Neubauer (Improved Neubauer Bright-Line, HBG, Precicolor,
Alemania), los resultados se establecieron a areas en unidades en micrémetros
(um). El indice de expansion se determind bajo la ecuacién modificada de Raes et
al., 2023.
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Figura 16. Evaluacion del indice de expansion de los COC’s a traves del
programa ImageJ

Evaluacion de la progresién meidtica

Se evaluaron un total de 816 ovocitos provenientes en 7 bloques, dentro de cada
uno se realizé el mismo proceso por el mismo técnico. El nimero de ovocitos por
bloque respectivamente se transfirieron a una gota de medio Wash (IVF-Bioscience,
Reino Unido) donde son lavados, y se procede a de cumular a los ovocitos a traves
de pipeteo generando un vértice que permite el retiro completo de las células del

cumulo.

La cantidad seleccionada por cada tratamiento se colocaron en una solucion carnol,
constituida de alcohol etilico absoluto y acido acético, a proporciones de (3:1) en
una caja NUNC donde cada compartimento se coloco una proporcion de 500uL de
solucion carnol (3:1) y que se establecié un compartimento para cada categoria (1,
2, 3y 4) para cada tratamiento respectivamente, todo esto para la fijacion del DNA
y eliminacion de las gotas de grasa oscura del citoplasma. En un lapso de 48 hrs a
temperatura de 4°C.Posteriormente los ovocitos se retiran de la solucion carnol,
colocando el numero de ovocitos por categoria, el nUmero de ovocitos se colocan
en un portaobjetos adicionados con una gota de 10uL de tincién de aceto-orceina
(1% orceina en 45% acido acético) y se colocd una mezcla de vaselina con
dentifrico (9:1) para generar una camara que permita colocar el cubreobjetos para
no generar demasiada presion al ovocito, y evaluarlos en un microscopio 6ptico de
contraste de fases (aumento 400x; MT5000, Meiji Techno Co., LTD, Tokio Japoén).

La evaluacion de los ovocitos se realizdé para determinar la etapa de estadio de
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maduracion: vesicula germinal (GV), Metafase | (MI), Metafase 1l (Mll) y
Degenerados.

Mi MiIl

GV Degenerado

Figura 17. Evaluacion de la progresién meiética en COC’s utilizando tincion de
aceto-orceina.

IV. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron 7 réplicas bajo un disefio completamente al azar. Los COC’s utilizados
fueron de las categorias 1, 2, 3 y 4, formando un conjunto, se distribuyeron
aleatoriamente en dos grupos experimentales: grupo control (n=453) y grupo tratado
(n=363). La evaluacion de la expansion, viabilidad y progresion meidtica se evalué
en ambos grupos. Los datos fueron recopilados, ordenados y depurados en Excel
(Microsoft 2023, version: 16.78.3). La homocedasticidad se evalud con prueba de
Levene y la normalidad con Shapiro-Wilk. Se us6 una prueba chi-cuadrada de
bondad de ajustes para analizar la distribucion de COC’s vivos y muertos por
categoria morfolégica y en total. La progresion meidtica se evalué con prueba
Poisson. Las comparaciones entre categorias morfolégicas se uso un modelo de

regresion logistica binaria.



38

V. DISENO EXPERIMENTAL

Grupo control (CN).

Los ovocitos en control simplemente se colocaron bajo sus categorias
correspondientes sin ningun tratamiento de tincion. Simplemente se colocaron en
100 pL medio de maduracion (BO-HES-IVM, ivfbioscience) y se colocaron a incubar
durante 24 hrs en una estufa horno (Felisa, Mod: FE-291AD, Serie: 1806029) a 38
°Cy 5% de CO?

Grupo Azul de tripan (AT).

Se colocaron durante 2 minutos los ovocitos en una gota de 100 pL de azul de
tripan al 0.02% (SIGMA-ALDRICH, 0.4%) de cada categoria de la clasificacion
morfolégica. Posteriormente a la incubacion en la tincion, fueron lavados en medio
Wash (IVF-Bioscience, Reino Unido) x3 gotas, para después clasificarse como AT-
(vivos) y AT+ (muertos) de acuerdo a la coloracion de las células del camulos y
citoplasma de los ovocitos. (Carava., 2023). Posteriormente se colocaron a incubar
durante 24 hrs en una estufa horno (Felisa, Mod: FE-291AD, Serie: 1806029) a 38
°C y 5% de CO?2. La realizacion de esta técnica fue realizada por el mismo técnico
en todas las repeticiones de dicho estudio.

Figura 18. Determinacién de la viabilidad bajo la tincién de azul de tripan.
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VI. RESULTADOS

De los 213 ovarios de vacas Holstein aspirados en 7 réplicas, se obtuvieron 816
COC’s, a su vez estos se clasificaron por categoria morfoldgica 1, 2, 3y 4, de
acuerdo con el niumero de capas de células del cumulo y homogeneidad del
citoplasma (Choi et al., 2013). Se obtuvo 24.02 % (n=196) en la categoria 1, 22.7 %
(n=186) en la categoria 2, 21.9 % (n=179) en la categoria 3y 31.2 % (n=255) en la
categoria 4 (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje del nimero de COC’s aspirados por aguja y clasificados bajo
categoria morfologica.

Clasificacion morfoldgica
g COCs Totales cocs loor
ovario
Cat. 1 Cat. 2 Cat.3 Cat. 4
Total 196 186 179 255 816 3.8
Porcentaje (%) 24.02 22.7 21.9 31.2 100

Se observo un mayor porcentaje de COC’s vivos (Tabla 2) en las categorias 1, 2y
4 (81.9 %, 77.7 % y 69.9 %, respectivamente) en comparacion de COC’s muertos
(18.1 %, 22.3 %y 30.1 %, respectivamente) (p<0.001). Mientras que, en la categoria
3 no se encontré diferencia estadistica significativa entre vivos (45.3 %) y muertos
(54.7 %) (p>0.05).

Tabla 2. Porcentaje de ovocitos vivos y muertos por categoria morfologica.

Categoria : 0 0 P-value
Morfolégica Vivos (%) Muertos (%)
Categoria | 81.92 18.1°
(n=83) (68/83) 1(5/83) 5.973e-09
i b
Categoria ll 77.72 22.3 5.733e-07

(n=81) (63/81) (18/81)
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Categoria lll 45.32 54.72 0.3883
(n=86) (39/86) (47/86)
Categoria IV 69.92 30.1° 2.303e-05
(n=113) (79/113) (34/113)
Porcentaje 68.7 313
global

Al analizar la progresion meiotica (Tabla 3) de los COC’s, no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los grupos azul de tripan y control en
estadios de GV (9.3 vs 11.43 %), MI (30.23 vs 21.43 %) y MII (53.49 vs 48.57 %),
respectivamente (p>0.05). Por otro lado, el grupo control presentdé mayor porcentaje
de COC’s degenerados (18.57 %) a comparacion del grupo azul de tripan (6.98 %).
Con estos resultados se podria mencionar que la exposiciéon de COC’s en azul de

tripan no afecta su progresién meiotica a Mil.

Asi mismo, al evaluar el indice de expansion en COC’s, no se encontrod diferencia
estadistica significativa entre los grupos azul de tripan y control (1.88 vs 2.46,

respectivamente) (p>0.05).

Tabla 3. Distribucion de la progresion meiética por tratamiento.

Tratamiento GV Mi MiI Degenerado Indice de expansion
Azul tripan 9.3 30.23 53.49 6.98: 188

(n=43) (4/43) (13/43) (23/43) (3/43) '

Control 11.43 21.43 48.57 18.57- 0 46

(n=70) (8/70) (15/70) (34/70) (13/70) '

p-value 0.2577 0.8403  0.5005 0.0121 0.3572
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Al analizar las probabilidades de obtencién de COC’s vivos entre comparaciones de
categorias morfolégicas (Figura 19), se muestra que en la categoria 1 tiene 16
veces mas probabilidad de generar COC’s vivos en comparacion de la categoria lll
(OR=16, p<0.0001) y 5 COC’s vivos més que en la categoria IV (OR=5, p< 0.0001).
Al realizar comparacion de la categoria Il con la categoria Ill, se obtuvo una
probabilidad de generar 5 veces mas COC’s vivos (OR=5, p< 0.0001), mientras que
entre la categoria | y Il se registr6 un OR de 3 (p< 0.0001), respectivamente. Asi
mismo al comparar la categoria Il con la categoria IV, arrojo una probabilidad 1.8
veces mas de obtener COC’s vivos (OR=1.8, p< 0.0001). Por otra parte, al comparar
las categorias Il y 1V, se obtuvo un OR de 0.3, lo que indica que en la categoria lll
existen menos probabilidades de obtener COC’s vivos con respecto a la categoria
IV (p< 0.05).

30.0

10.0 E

o
=]

Odds Ratio (escala logaritmica)

e

Comparacion entre Categorias

Figura 19. Comparaciones entre categorias morfolégicas
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VII. DISCUSION

El uso de COC’s de categorias de buena calidad (1 y 2) son los mas aptos para
PIVE, mientras que los de mala calidad son descartados. Los resultados
demuestran que las categorias de mejor calidad tienen mayor probabilidad de

obtener mas COC’s vivos que aquellas de menor calidad.

Estudios realizados por Alvarado et al., (2020) obtuvieron porcentajes en COC’s de
categorias 1= 28.7 %, 2=38.5 % y 3=32.8 %. Siendo estos porcentajes menor a los
reportados por Espinoza (2019) quien obtuvo en las categorias 1=47.6 %y 2=52.4
%. Por otra parte, GOmez et al., (2015) reporté menor porcentaje de COC’s dentro
de las categorias de 1=27.7 %, 2=21.1 %, 3=27.7 % y 4=23.4 %. Mientras que,
Ayala et al., (2017), aspiraron con una bomba ajustada a 77mmHg reportando 63.3
%. Esto confirma que la técnica y presion ejercida en la aspiracion por aguja es una
practica de alta importancia dentro de la recoleccion de ovocitos y de esta manera

se debe tomar en cuenta. En este estudio se utilizo jeringa de plastico con aguja.

A pesar de que el azul de tripan es utilizado ampliamente para evaluar la viabilidad
celular, esta limitado su uso en procedimientos de produccidén de embriones in vitro
en la especie bovina. Este estudio determino un porcentaje global menor de COC
vivos bajo el tratamiento de azul de tripan (68.7 %), con respecto a estudios
realizados por Filipiak y Larocca., (2012) donde reportan nimero de COC vivos con
azul de tripan en primavera-verano (87 %), respectivamente. Mientras que Quezada
et al., (2019) utilizaron azul de tripan para determinar la viabilidad de COC con
presencia de cuerpos luteos en diferentes posiciones, en la que obtuvo 79.2 % de
COC's viables. Por lo tanto, este estudio evidencia que la aplicacion de azul de

tripdn es importante para seleccionar ovocitos de mayor calidad para la PIVE.

El porcentaje de indice de expansion mostro que los resultados del presente estudio
son consistentes con respecto a Zarcula et al., (2015) reporta que ovocitos de mayor
categoria, presentan mayor indice de expansion de células del cumulus, ya que a
mayor niumero de capas de células del cumulus, una mayor proteccion y una mejor

nutricion por parte de las mismas.
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Este estudio se encontr6 menor porcentaje global con respecto a la maduracién en
estadios de MIl, oscilando entre un 51.03%, mientras que Satrio et al., (2022)
reporto porcentaje de maduracion en MIl, del 75.3%, respectivamente. Por otra
parte, Hernandez F. y Hernandez F., (2010), reporto un porcentaje global en
estadios de Mll del 72.7 %. A su vez, Segura et al., (2015) reporto menor porcentaje
global con relacion al presente estudio en las cifras de Ml con 25 %. Los porcentajes
menores y mayores de Ml en este estudio con respecto al discutido, se puede deber
a que evaluamos la progresién meiotica de ovocitos de los cuales eran provenientes
de ovarios de vacas Holstein de rastro en las épocas donde se presenta mayor
indice de estrés caldrico. Es bien sabido que la foliculogénesis en los bovinos se ve
reflejada en lapso de 180 dias, permitiendo procesos de activacion de los foliculos
primordiales hasta el crecimiento y ovulacion del ovocito (Ferreira et al., 2009). Los
ovocitos evaluados en este estudio se recolectaron en octubre, lo que indica que el
proceso de activacion y crecimiento se dio en la época de abril, donde los indices
de estrés calorico son elevados y el indice de temperatura y humedad (ITH) es

mayor a 68 en la Comarca Lagunera (Rodriguez-Venegas et al., 2022).

VIIl. CONCLUSION

Los resultados de este estudio demuestran que la utilizacién del azul de tripan no
afecta la expansion del cumulus y la progresion meiotica de los complejos cumulus-
ovocitos, mientras que la categoria morfologica tiene mayor efecto sobre los

porcentajes de progresion meidtica e indice de expansion.
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