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Resumen

Introduccién, La aspiracidn folicular guiada por ultrasonide (AFGU) acoplada a
lo produccion in vitro de embriones (PIVE), es una alternativa importante pora el
aprovechamiento de los recursos genéticos de hembras bovinog de alto potencial
productive. 5in embarge, la calidad reducida de los oocitos recuperados por
esta técnica, es uno de los aospectos que mas ofecta la eficiensia de obtencitn
de embrones. Materales y Métodes, Esta investigaciin compard el desarrollo
folicular, v lo calidad de los ococitos recuperados por AFGU, en hembras bovinos
superestimulodas convencionalmente con F5H, ocon FoHYy hCG. Resultades, Se
evidencid una mayor calidad en los cocitos recliperados de animales estimulades
con F3H y hCG, respecto a aquellos estimul@dos solo con F3H. Conclusiones. Lo
includdn de hCG en un esquema para la superestimulacion ovariea con FSH de
hembras bovinas posteriormente sometidas @ aspiracion folicular, ejerce un efeco
fovorable sobre la colidad de ococitos fecuperados.
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Palobras claves: estimulacion ovardca, foliculos ovaricos, gonadotropinas.




Journal of Agriculture and

Evaluation of ovarian
stimulation and quality of
bovine oocytes obtained by
follicular aspiration

Abstract

Introduction. Utrasound-guided  follicular
aspiration {UGFA) coupled with the in-vitro
production of embryos is an important altemative
for the use of genetic resources of bovine
females of high productive potential. However,
the reduced quality of ococytes recovered with
this technique is one of the aspects with the
highest impact on the effidency to obtain
embryos. Materials and metheds. This ressarch
compared follicular development with the quality
of oocytes recovered by UGFA, in bovine females
convertionally over-simulated with FSH or FSH
and hCG, Results. A higher quality of cbovtes
recoverad from animals stimulated with FSH and
hCG was seen compared fo the onegElimulated
with FSH oniy. Canclusions. Inclusien of Megina
scheme for the ovarion over-stimulation with FSH
of bovine females subject tefollicular dspiration
becomes a favorable effect Gn tie quality of
recovered oocytes.

Key words: ovariin stimulafion; ovaran follicles;
gonadotropins.

Avaliacao da estimulacao
ovarica e qualidade dos
ovocitos bovinos obtidos pér
aspiracao folicular

Resumo

Intreducas. A aspiracas folicllar guiada por
ultra-som {(AFGU) pindamentedcom a preducao
in vitro de embrifes (FI¥E) é uma alternativo
importante pardy@  utilizocos dos recursos
geneticos de fémeas hovinas com alto potencial
produtival Mo entanto, a qualidade reduzida
dos odotos recuperados por esta téonica & um
dos' aspectos que mais afetam a eficiéncia na
oblencae de embrides. Materais e métodes,
Este “@sfudo comparou o desenvolvimento
fiolicular @ a qualidade dos odcitos recuperados
palt AFGU em fémeas bovinas superestimodas
convencionalmente com F3H, ou com F3H e
hCG. Resultados, Observou-se maior qualidade
nos oacitos recuperados de animais estimulodos
com F53H e hCG, em comparocdo com oqueles
estimulados apenas com F5H. Condusces.
A inclusgo de hCG em um esquema de
superestimulacas ovardca com F5H de fémeas
bovinas posteriormente submetidas o aspiracac
folicular exerce um efeito foverdvel sobre o
qualidade dos adcitos recuperados

Palavras chave: estimulacae ovariana, feliculos
ovarncos, gonodotropinas.
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Introduccién

El ineficiente aprovechamiento de los recursos
genéticos de hembros bovinas de alto potencial
productivo, es reconocido como una limitante
impertante en la ganaderia de muchos paises,
inclusive cuando se implementan prograomas
de superovulacion y transferencia de embriones
(Palma, 2008), dode gque el ndmero de
embriones transteribles producidos por animal
es muchas veces reducide, v altamente variable
{(Drioncourt, et al 2001;: Yoz et al, 1994). Con
al fin de superar estas limitantes se desarrollé
lo aspiracion folicular guiosda por ullrosonido
(AFGU), una ftécnica reportada por Fieterse
et al {1988), que ha demostrado ser exitosa y
reproducible para la obtencidn de oocitos a
partir de vacas y novillas, y gue acoplada a lo
produccidn in vitro de embriones (PIVE), es mas
aficiente que la supercvulacion v o transterencia
de embriones convencional (Bousquet etCal
1999 Hashimota, 1999).

Lo wtilizodon de hormona foliculos@@imulonte
(F5H) tanto para protocolos de stperovilacion
corvencional, como para lo superestimiufacion
ovdrica previa a la AFGW, es conocida por
produdir un incremento efel ndmerd de foliculos
ovdricos antroles y preovalalenos, sn embargo
e plantea que es desfovorable para el logro
de una adecuada competencia de los oocitos
para desartollarse en embriones, dado que el
acelerado erecimient® folicular podria conducir
o una mduracicmosineronica entre los foliculos
y los cocitos (Hendriksen et al, 2000). Un reflejo
dedesta situacidn, es que para la mayoria de
los reporés un maximo del 40% de los oocitos
obtenidos mediante AFGU y sometidos a PIVE
alodneon el estodo embrionario de blastocisto
{Ward etal, 2002). 5e ho sugerido que, enlas foses
finales del crecimiento folicular, una reduccidn
en la administracion de FSH, acompanada de
la estimulacidon con LH exégena, promueven
lo maduracén del folicule pre-ovulotorio y la

Journal of Agriculture and

maduracion de los oocitos (Hillier et al, 1994),
Permitiends la abtencidn de ococites de calicad
superior {Bordigon, 1997).

Actualmente, es de clr'np||'u aceptacion_qua la
onda pre-ovulatoria de LH provee la@enal para
la maduracion final del nocito lo cual Camprande
lo progresion meiotico hasta Milplo adquisicion
de la capocidad para la fertilizagion yla futurg
competencia embrionana’ para el desarrollo
(Driancourt, 2001). La  alta ¢variabilidod en
la respuesta  owvdric@h o la_superestimulacian
hormeonal es conefido camo uno de los aspectos
gue mas afectd la_éficiendia de produccitn de
embriones de farma convencional o in vitro. Parte
de esto wanobilidad es atribuible a la variacian
an &l nlimerdde foliculos de cada onda folicular,
de dnanera que vocos con un relativaments
alta ndméro de foliculos responden mejor a lg
astimuladion (Irelond et al, 2008).

£l dbjetive de esta investigacién fue comparar
dos esquemas de superestimulacion homonal,
respecto a la respuesta ovdrica v la cantidad
vy calidad por criterios morfolégicos de los
complejos  oocto-ciomulus {COC's) bovinos
recuperados por aspiracidn folicular.

Materiales y Metodos

El trabajo se realizd en la Granja Romdan Gdmez
Gamez del Politécnico Colombiono Jaime |saza
Cadavid, localizado en el municipio de Marinilla
(Antioguia). Para &l estudio se emplearon cuatro
hembras bovinas F1 {Blance Crejinegra BOH x
Holstein) en fase de loctancia temprana, entre
sequndo v cuarte parto, con una condicidn
corporal de 3.3 {escala de 1-3), sin historial de
problemas sanitarios ol momento del parto. El ciclo
estral de las hembrms fue sincronizado mediante
ol uso de un dispositivo intravaginal bovino
(DIB&), impregnode con g de progesterona,
en un protocolo que consistio en la insercion del
DIBE® y la administracidén s@multanea de 2mag de
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benzoato de estradiol {IM). Siete dias después ef
DIBE fue retirado y se aplicaron a cada animal
0.150mg de D{+)-cloprostenal {Prostal®, M),
y al dia siguiernte se aplicd Tmg (I.M) adicional
de benzoato de estradiol. El celo fue detectado
entre las 48 a 72 horas posteriores al retiro del
DIB&. Cuatro dias despuds de la aparcidn del
celo, en cada onimal, los foliculos ovaricos de
la onda folicular emergente fueron contados y
medidos, mediante un equipo de ultrasonografia
(Piemedical Agquila Pro®), deotado con un
transductor endorectal de arregla lineal de doble
frecuencia 6.0/8.5Mhz v se realizd la oblocion
del folicule dominante con un  transductor
transvaginal de doble frecuencia 5.0/7.5Mhz
con angulo de 1507, v un sistema de aspiracion
folicular con oguja 1 8G conectade a una bomba
peristaltica de vacio a 75mmHg de presian. El
tratamiento de superestimulacién (F5H-hCG)
fue iniciado el dia seis del ciclo estral, vy consistia
@n seis dosis de FSH (Folltropin® 50mg |.M.]
administradas cada 12 horas. Posteriormentedis
vocas fueron sometidas a un periodo de pridacion
de F5H “coasting period” de 48 horas entre la
ultima inyeccidn de F5H y la aspiracién folicular
Una dosis de gonadotropinag corihica Rmana
hCG (Chorulon®, 1500 UL IV) fus administrada
o cada onimal superestimulando seis Roras antes
del procedimiente de aspiradiin, sfomento en
al cudl las foliculos avancos fusron conmtados y
medidos mediante ulfthsonografia transvaginal
en diferentes mdmentos & proceso (4 dios y
10 dios posh-celal. El fratamiento contral (FSH)
para este axperimentd, consistid en el mismo
protocold de superestimulacion, con excepcion

Tabla 1. Cotegonas de

M =,

Calulas del eumule

EATT

de la administracién de hCG.

Aspiracién folicular

Las vocas donadoras de complejps oafcitos
cumulus (COC" s) fueron contenidas @n un bBrate
donde se les vacio el recto, y@e desinietto o
regidn perineal. Se ufilizd onestesiavepidural
(120mg de cdlorhidratod®e lidecaina) parao
producir analgesia v relajacion del recto v la
vagina. La aspiracidr folichilar&e realizd con un
equipo de ultrasénografio (Fiemedicol Aquila
FPro®), dotado Candin transductor transvaginal
de doble frecugncian>. 07 .5Mhz con anqulo de
1507, y ufi sistemiia de puncidn con una aguja
18G conectddo a una bomba peristdlica de
vadit a 75mmig de presion. Los ovarios fusran
manipula@ios via rectal con el fin de ubicarlaos,
fijopdaged  direccionarlos  hacia  transductor
ifitroducide via vaginal. Los foliculos ovaricos
visiiles fueron puncionados v aspirados a través
de la pored wvoginal. El liquido folicular tue
recolectado en tubos obhicos con medio PBS
suplementade con 3% de suerc fetal bovino
(SFB), heparina 2000001/, v gentamicina 0,05
ma/ml. Terminada el process de aspiracion,
los COC's fueron recuperados desde sl liquido
folicular utilizando un filtro convencional para
embriones y medio PBS supfeme-nfndc: pard su
lavado, Los COC's se clasificoron de acouerdo
con la apariencia de su ooplasma y la cantidad y
calided de copas de celulas del ciomulus, seqdn
los pardmetros establecidos por De wit et al,
(2000) en la Tabla 1,

ik |:1F||r,"'| e

1 Bicalerts Copas multiples v compodios de calulos (= 4] Homogéneo y trarsparents

2 Buena Copas multiples de celulds de cumuiz {1 g 3) | Homogénes con pancs periféricas osourms
3 Regular Cerudadas Irregular con zonas ossurnes

A Molo Celuos expondidos Iregulor con zonos. oscuras

.
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Analisis estadistico un promedio de 4 foliculos ovaricos totales
por animel. El tamano folicular aumentd

Lo comparocionentre losgruposen lorelocionodo considerablements con la administrocidn

con el tamano de los foliculos en los diferentes  hormmonal (Tabla 2).

momentos de medicion, fue realizada mediante

una prueba t de Student (Statistica 10). Los resultados del tamano de los foliculds ovaricos
par ambos tratamientos de superestimulacisn
homenal (FEH vs. FEH-hCG) sdmuestrar en lo

Resultados tabla 3.

Un promedic de sieté COQs" por animal
fueron recuperados fér aspiradion folicular, Los
resultados cormesp@ndientes o lo dasiticacion de
los COC" s recolestatios, (De wit et al, 2000) se
presentan en s ta3Bla 4. La f'rgurn 1, muestra
oocitos refuperadas del tratamiento FSH-hCG

Se ancontrd un rango entre 10 ¥ 15 folicubos
ovdricos por wvaca, en las vacas sincronizadas
y evoluadas por Lr||rr_|5ur1::-gru[|'r_1 transvaginal,
&l nimero de foliculos posterior a los procesos
de superestimulacidén hormonal aumentd en

Tabla 2. Compaoracion del tams BV sl sagcion estoncor LS i

iitE P St | 05" Tul|y ] Il SLIEESrs LSO |

4 dios peat-cela 55 10 dios post-celo 55
Tomoro ftolleular promedio {mmd 0,38 +0714 03B =014 0.55+0.34%
Maxima [mm) .87 0.8 1.7
Mirdir [mm) 15 .2 04

Tratamienta FS Tratamilamts FSH-RCG
Tarmars falicular promedia (mim) 0. B4 0 3% 1.022%0.30"
Maxims () .71 | .54
Mirirmo (o) 1.4 057

2 |
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Tabla 4, Casificacion de COC
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Discusion

Durante o ddo éstral bovine & desarrolle de
ondas foliculares permite a troves delos estimulos
hormofales apropados, el aedmiento de un
folicile dominante v la owladdn de un codto
comp#ients. para desarrollorse en un embrion
{Blandin et al, 2002 ). Sin embargo, gron contidad
de foliculos redutodos en codo onda foliculor
dufren atresia, como una consecuenda normol de
la genemddn de sefiales quimicas y hormonales
derivodaos del estoblecdmiento de lo dominonda.
Los procesos de superestimuladdn hormonal han
sido desomollados con la finalidod de recuperar
los foliculos del proceso de atresia, poro

destnor sus ooctos g procesds biotecnologicos
reproductivos  gomo o tonsferenda de
embrones convendond, o la aspiraddn folicular
guicda porditrasonide acoplada a lo producdan
de embdones in dtro. Convendonalmente la
hommona folisulo estimulante (F3H) ho sido
em@leada en los procesos de superestimuladon,
dads que es reconoddo que esta hormona
somete 4 lo poblocion de foliculos ovaricos a
un aedmients acelerado (Qui et al, 2013). Lo
il fue comoboredo por los resultodos de esta
nvestigoddn, toda vez que se encontrd unao
diferencia estadistica significativa (p<0.05) en
&l tomono de los folioulos ovaroos en el dio 10
del dddo estral, a faver de oquellos animales
que redbieron protoolos de superestimulodon
hormonal {(induida o FSH) (Baboza o al,
2017), respecto a aquellos animales donde &
crecimiento folicular se dio sin superestimulocon.
Mo se enconind diferenda estadistica
significativa (p>0.053) entre los protocolos de
superestimuloddn  hormonal (FSH vs., FSH-
hCG), lo cual es coherente con la literatum, dado
que & creamiento ocelerado de los foliculos es
atdibuible a la FEH, mds no a efecto de una
homona luteinizonte como es el oaso dela hCG,
lo cual a pesar de portidpor en e desorrollo
folicular, ene una funddn mds reladonada con
proveer lo senol para lo modurocaon finol del
oodto (progresidn meldtica hasta metafase ), lo
wual permite lo odquisidon por porte del ooato
de la copaddad para su fertilizodon y su futura
competenda embrionarda para & desarmrollo
(D'Qachhio et ol, 1999; Driocourt, 2001).
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En promedioc al menos 4 foliculos ovdricos
mdas por vaca fueron encontrados en aguellos
animales superestimulodos  hormonalmente,
respecto a aquellos no superostimulodos, lo
cudl coincide con reportes de Borboza et ol
(2017) & Yang et al (2003). Dicha respuesta es
atribuible principalmente al efecto promotor del
reclutamiento v el crecimiento de los foliculos
por parte de la F5H, dado que es ampliomente
uceptudn el papel dela F5H enla fc:“ﬂﬂngéheﬁs,
lo cual implica que la varacion en el nimero
de foliculos en crecimiento durante una onda
folicular estaro  positivomente  asociada ol
menos durante una parte de lo onda, con las
concentrocones séricas de F5H (lrelaond et al,
2007, Vieira et al, 2014). Redentemente se
plantea la definicidn de los hembras bovinas
como de baojo potencial, cuondo producen
un ndmera limitodo de embriohes a causa de
U limitada poblocion de foliculos  antrdles
pequenos presentes en el ovario al momento dd
iniciar &l tratamionts con FSH (Durocher etfal
2006; Maonteiro et al, 201/7). 5e sugiere que &
crecimiento acelerado de los follculos ovarcos
por lo gecion de la F5H, altera elsambiente
folicular idénec en donde norfmalmente fos
oocitos aleanzan un estade de eompetencia
para el desarrollo (Monteire et al, 01 7; Qi
etal, 2013; Ward et al, 2002% Dednanera que
la maduracian del oocto no es directamente
proporcional a la madumcion felicular, con lo cual
seria posble espefaruna aliéracion en la calidad
intrinseca del cocito establecida por porametros
morfolégicas. bo clal@s acorde a los resultados
obtenideé, dadegue para & tratamiento con
F5H no se @ncontraron COC' s de alta calidad
(cafeqgoria l), mientras ef 40% y80% de los COC ' 5
respeciii@mente, se encontraron en cotegorias
Il vUll, correspondientes a COC's de menor
clidad de acuerdo a los criterios mnrfubgicns
pstablecidos.

Foro el caso del protocolo de superestimulaocion
FSH-hCG, un 57% de los oocitos estuvieron
en la categoria de mayer calidad meorfoldgica

(Categoria 1), mientros el 43% restante se
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distribuyé en los otras dos categoras. Con lo cual
puede inferirse una accidn faverable de la hCG
sobre la colidad de los oocitos recuperados_par
aspiracion folicular, ya sea de manera individual
o sinérgica con la F5H.

Conclusiones

La inclusion de hCG @1 un aSquema para
la  superestimulacidn  Svdrca con FS5H de
hembras bovinas postericrimgnte sometidas o
aspiracion felicultsr, ejerce un efecto fovorable
sobre la calidad e ococtos recuperados. Lo
superestimudacitn de  los  foliculos ovdricos
bavinos £an. F5H & la combinacian FSH-hCG,
promuave la adguisicion de un mayor tamano
en los foliculos ovaricos, respects a aquellos no
superestimulados, Sin embargo, el tamaneo de
las folidlios ovaricos en vacos superestimulados
ton F5H, no presenta diferencia respecto al
tamano los foliculos ovaricos de vacas tratados
wan la combinoddn FSH-hCG.
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