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RESUMEN: Con el objetivo de comparar dos métodos de recoleccién de ovocitos inmaduros se
obtuvieron complejos cimulos-ovocitos (CCO) a partir de ovarios de hembras Bubalus bubalis
sacrificadas en el matadero. El traslado se efectué en 500mL de solucién salina en un periodo de 6
horas. Se emplearon dos técnicas para extraer los CCO de foliculos entre 2 y 8mm de diametro, la
puncién folicular (PF) con agujas 18Gx1% y la diseccion quirurgica de los foliculos superficiales
(DF) utilizando un micro-escalpelo oftalmico. Para la clasificacion de los CCO se utilizd el criterio
de la integridad de las capas de células del cimulo y las caracteristicas del citoplasma del ovocito.
Se obtiene como promedio 34.25 CCO por el mé&odo de PF y 46.80 CCO por DF con diferencias
significativas de 99% de confianza entre ambos. Por el método de PF se obtienen 28 CCO calidad
I, lo cual significa 20,43% del total para un promedio de 2.7CCOJ/ovario; resultados inferiores a
la técnica de DF en la que se obtuvieron 139 CCOde calidad | con 6.3 CCOJ/ovario representando
el 59,4% del total de los ovocitos recolectados. Utilizando el méodo de DF se recolecta mayor
cantidad de CCO en cantidad y calidad que con el método de PF.
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COMPARISON OF TWO RECOLLECTIONMETHODSOFIMMATURE OOCYTESFOR in
vitro FERTILIZATION IVF DERIVED FROM BubalusbubalisFEMALESSENT TO
SLAUGHTER

ABSTRACT: Cumulus-oocyte complexes (COCs) were extracted from buffalo ovaries (Bubalus
bubalis) slaughtered in slaughterhouse. COCs were transported to the laboratory for six hours in
500 ml of saline solution at 29.1°C. COCs extraction was carried out between 2 and 8 mm of diameter
using two methods, the follicular puncture (FP) with 18Gx1% needle and surgical dissection (SD)
of follicles using an ophthalmic micro-scalpel. In order to classify CCOs, the integrity of the cumulus
layers and the oocytes cytoplasm characteristics were taken into account. The results showed
significant differences of 99% in the average of COCs recovery and their quality when compared
to FP and SD methods. By the FP method, the average of COCs recovery was of 28 and 2.7 COCs
per ovary with quality obtained, which represents 20,43% of all oocytes recovered in this group.
However, the SD method achieved an average of COCs recovery of 139 and 6.3 COCs per ovary,
representing 59,4% of all oocytes recovered for this group. These results demonstrate that the
SD method for COCs collection is more efficient than the FP method.
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INTRODUCCION

La fertilizacién in vitro (FIV) es una metodologia
que proporciona la posibilidad de producir embriones
genéticamente manipulados y luego transferirlos (1).
Por esta razdn, se hace necesario conseguir una fuen-
te alternativa que permita la obtencion de ovocitos
maduros y embriones a gran escala disminuyendo el
costo, y poder asi seguir avanzando en el desarrollo
de las biotecnologias de la reproduccion. Unade las
vias alternativas para la optimizacion de las técnicas
de produccion “in vitro” es precisamente el empleo de
ovarios de hembras enviadas a matadero como una
fuente mas econémica para generar ovocitos maduros
y embriones.

Actualmente, los métodos propuestos para la ob-
tencion de ovocitos del ganado bovino son la aspira-
cion de los foliculos antrales (2), la ruptura de los
foliculos (3) y el seccionamiento continuo de los ova-
rios (4, 5). Misra, (6) plantea que la calidad de los
ovocitos de bifalo depende en gran medida del méto-
do que se tiliza para la extraccion. Por talmotivo nos
proponemos recolectar los ovocitos inmaduros obte-
nidos de ovarios de hembras de Bubalus bubalis para
la FIV en Cuba y comparar los métodos de puncion
folicular (PF) y la diseccién folicular (DF).

MATERIALESY METODOS

Hembras donantes

La matanza de las hembras bufalinas se realizd en
el matadero Valle del Perl situado en la provincia
Mayabeque. Los animales tenian 6+0.84 afios de edad
y con unpeso almomento del sacrificio de 500+ 65.0Kg
Los ovarios se extrajeron después del decolado con-
junto a la extraccion de todo el sistema reproductor.
Se analizaronlos dos ovarios los que fueron traslada-
dos al laboratorio en 500mL de solucién salinaal 0.9%
en un tiempo maximo de 6 horas a 29°C en un frasco
de cristal. Luego de un estudio biométrico en cuanto
al largo, ancho y peso de los ovarios se procedio a la
extraccion de los complejos cimulo- ovocito (CCO).
Se emplearon dos métodos para extraer los CCO:

1. La puncién folicular (PF) empleando una aguja
hipodérmica (18Gx1% TERUMO) acoplada a una
jeringuilla plastica de 10 mL (HSW, Germany) pre-
viamente cargada con 1mL de medio de cultivo 199
Hepes (SIGMA, M7528) enriquecido con 10% de
suero fetal bovino inactivado (SFBi, PAA), 100 UI/
ml de penicilina, 0.1 mg/mL de estreptomicina y
0.25 pg/mL de anfotericina B (SIGMA, A5955). Se
tomo elovario y se le introdujo la aguja por el polo
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libre del hilio aspirando de una vez el mayor nime-
ro de foliculos posibles entre 2 a 8mm @. Posterior-
mente el contenido extraido fue depositado en un
tubo conico de 15 mL (COSTAR, USA) e incubado
enun bafio térmico a 37°C por 10 minutos hasta su
procesamiento.

2.Ladiseccion quirtrgica de los foliculos (DF) utilizan-
do un micro-escalpelo oftalmico. Cada ovario fue
depositado en una placa Petri de 60 mm @
(Greiner®) y fijado conuna pinza quirdrgica, poste-
riormente con la ayuda del micro-escalpelo la pa-
red de cada foliculo visible fue seccionada consi-
guiendo la expulsion delcontenido folicular que se
diluyé en 10 mL de PBS (10% de SFBi, 100 Ul/ml
de penicilina, 0.1 mg/mL de estreptomicinay 0.25
pg/mL de anfotericina B (SIGMA, A5955) previamente
depositado en la placa. Terminados ambos méto-
dos los CCO son localizados bajo un estereoscopio
con 4x de magnificacion (Olympus, Japan) y su
captura es realizada con capilares.

Para la evaluacion de los CCO se tom6 la escala
de De Loos etal. (7), descrita para el bovino, donde la
primera categoria se caracteriza por presentar ovocitos
conmas de 5 capas compactas de células del cimulo
y un citoplasma con granulaciones finas, densas y
uniformes. Se toman como CCO de buena calidad los
gue se encuentran en el grupo |y II-lll, los de los
grupos V'y desnudos no se consideran adecuados,
por presentar poca o ninguna capa de células del cu-
mulo, lo que repercute en la maduracion futura del CCO
y compromete la FIV.

Los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad
de ovocitos recolectados y los CCO de calidad |, fue-
ron analizados por el paquete estadistico Statgraphic
Plus 5.1

RESULTADOSY DISCUSION

El método DF resulta mas eficiente que el PF Tabla
1, lo que corrobora lo obtenido por Lornerganetal. (8)
Whitesell et al. (4) y Ohashi et al. (9, 10) quienes
realizaron una comparacion entre ambos métodos de
extraccion de ovocitos y reportaron que con la aspira-
cion se obtienen menor cantidad de CCO que con la
diseccion folicular, estos Ultimos plantean que por PF
se aspiran menor cantidad de foliculos de 2 a 8mm de
diametro, mientras que el método de DF involucra una
mayor proporcionde la poblacién folicular lo que con-
diciona la diferencia. No obstante, Whitesell etal. (4)
reportan una mayor tasa de desarrollo en embriones
producidos por FIV de ovocitos obtenidos por aspira-
cion conrespecto al método de diseccidn. Este méto-



dotiene la caracteristica de ser mas rapido, exponien-
do a los CCO a condiciones ambientales
(extrafoliculares) por menos tiempo.

TABLA 1. Comparacion entre la PF y la DF para la
obtencion de CCOs inmaduros a partir de ovarios de
hembras enviadas a matadero./ Comparison between FP
and SD for immature COCs from female ovaries sent to
saughter

Ovocitos Media DS CV (%)
PF 34.252 6.28 18.33
DF 46.80° 5.88 12.56

Letras diferentesindican diferencia significativa <0.001

Para elmétodo de DF se seleccionan foliculos pre-
sentes en la corteza ovarica sin embargo, este méto-
do consume mas tiempo y es menos practico si se
desea trabajar con un ndmero elevado de ovarios (11,
12). Portanto para untrabajo extensivo se considera
mas recomendado la PF para no comprometer resul-
tados tales como la tasa de clivaje

En la Tabla 2 se muestran los diferentes grupos
de CCO clasificados por laescala de De Loos etal.
(7) descrita para el bovino quienes evaluaron los mis-
mos en dependencia de la cantidad de células de
cumulo y las caracteristicas de homogeneidad del
citoplasma, situando para el grupo de calidad | los
que presentaronmas de 5 capas de células del cu-
mulo y granulaciones finas y densas en el ooplasma.
Se muestra que el método de DF es mas efectivo
respecto a la técnica de PF. A nivel mundial varios
grupos de trabajo han obtenido por el método de PF
desde 0.73 CCO/ovario (14) hasta 2.2 CCO/ovario
(15). Los valores obtenidos en nuestra evaluacion
son ligeramente superiores a los de Ohashi et al.
(9) y coinciden con Huang etal. (12) quienes repor-
taron que el nimero de ovocitos utilizable por ovario
es de 3.18+2.89 en la especie bufalina.

TABLA 2. Evaluacion de los CCO obtenidos por los
dos métodos por la escaa de Loos/ Evaluation of

COCs obtained by Loos scale
Total de CCO col ectados segln
su calidad.
M étodo de Tota | CCO/
extraceion [ - v ovarios
PF 281 51 58 137 | 27a
DF 139|] 52 43 234 16.3b

L etras diferentes indican diferencia significativap<0.05.
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Leal etal. (13) realizaron un ensayo de fertilizacion
“invitro” enbufalo obteniendo 25.9% de calidad 1, 30.7%
de calidadll, 10.2% de calidad Il para un total entre I
y lll de 40.9% y desnudos un 18.6%. Es importante
resaltar que para nuestras condiciones se obtengan
20.43% CCO calidad | por PFy 59.4% por DF ya que
los CCO de calidad al fertilizarse pueden dar embrio-
nes con caracteristicas nucleares y citoplasméaticas
para ser vitrificados (16) elemento que puede contribuir
almejoramiento genético de la masa bufalinaen Cuba.

Los resultados de esta investigacion demuestran
por pimera vez ennuestro pais la superioridad del mé-
todo de DF conrespecto al de PF para el desarrollo de
la FIV a partir de ovarios de hembras Bubalus bubalis
enviadas a matadero como fuente viable de ovocitos
bufalinos.
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