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Abstract. The objective is to evaluate the in vitro maturation of oocytes supplemented with Human Chorionic Gonad-
otropin (hCG) and the relationship with body condition in Creole cows in the preservation of livestock biodiversity.
The body condition of Creole cows was evaluated at the Abancay slaughterhouse, and then the sampled ovaries were
transported to the FMVZ-UNAMBA laboratory, and the oocytes were recovered by follicular aspiration, then quanti-
fied and classified, in categories -gorias A, B and C, were then matured in vitro in TCM-199 medium supplemented
with 0, 5, 10 and 15 IU/mL of hCG. Oocyte maturation was evaluated according to degrees of expansion of the oocyte
cluster. The body condition of the cow was measured on a scale from 1 to 5 that it is obese. hCG concentrations of 0,
5, 10, 15 IU/ml if there is an association with body condition (1.5, 2, 3) after oocyte maturation in a strong and moder-
ately mature state. Cows with body condition 1.5, 2 and 3 have an average of 2.06, 2.47 and 2.74 oocytes per ovary
respectively. Regarding the quality of the oocytes obtained from Creole cows in the present study, good quality was
21.48% (A), intermediate quality 43.49% (B), followed by rejected quality 35.03% (C). It is concluded that in order to
have a greater number of matured oocytes, it is necessary to have a good body condition and high levels of hCG in the
maturation media of the oocytes.
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Resumen. El objetivo es evaluar la maduracion in vitro de ovocitos suplementados con Gonadotropina Coridnica
Humana (hCG) y la relacion con la condicion corporal en vacas criollas en la preservacion de la biodiversidad ganadera.
Se evalud la condicién corporal de las vacas criollas en el matadero de Abancay, posteriormente se transportd los
ovarios muestreados al laboratorio de FMVZ-UNAMBA, y se recuperd los ovocitos por aspiracion folicular, después
se cuantificd y clasifico en categorias A, B y C, seguidamente se maduraron in vitro en medio TCM-199 suplementados
con 0, 5,10 y 15 Ul/mL de hCG. La maduracion de ovocitos se evalud de acuerdo a grados de expansion del cimulo
del ovocito. La condicion corporal de la vaca fue medida en escala de 1 a 5 . Se observd que existe una asociacion
entre la concentracion de hCG de 0, 5, 10, 15 Ul/ml con la condicion corporal (1.5, 2, 3) de ovocitos fuerte y media-
namente madurados. Las vacas con condicion corporal 1.5, 2 y 3 tienen en promedio 2.06, 2.47 y 2.74 ovocitos por
ovario respectivamente. En el presente estudio, la calidad de los ovocitos obtenidos de las vacas criollas fue: calidad
buena 21.48% (A), calidad intermedia 43.49% (B), y calidad rechazada 35.03% (C). Se concluye que para conseguir
mayor numero de ovocitos madurados se tiene que tener buena condicion corporal y niveles alto de hCG en los medios
de maduracion de los ovocitos.

Palabras Clave. condicion corporal hCG, ovocito

1 Introduccion

En los andes del sur del Perd, cuya altura mayor de 3800 msnm, la poblacién de bovinos criollos predominan en
relacion a bovinos de razas especializadas, respecto a la produccion de leche o carne,, estos dltimos enfrentan serias
limitaciones para su sobrevivencia debido a muchos factores , entre ellos,la altitud (mal de altura), la precariedad de los
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recursos alimenticios que restringen la expansion de sus verdaderas potencialidades bioproductivas (carne o leche). Sin
embargo el bovino criollo, bajo la diversidad de condiciones ambientales de la crianza, se caracteriza por su rusticidad,
sobriedad, multiproposito, facilidad de parto y alta capacidad maternal. Su baja productividad , esta ocasionando su ero-
sion genética, por cruzas mal planificadas con razas exoticas. [1]. Los factores que contribuyen al proceso de maduracion
in vitro se han estudiado a lo largo de los afios; en este sentido, el medio de maduracion se complementa con hormonas o
compuestos séricos. EI primero se usa porque las gonadotropinas y algunas hormonas esteroides juegan un papel impor-
tante en el desarrollo folicular y la maduracién de los ovocitos. La suplementacion con suero también se usa rutinaria-
mente en medios de maduracion in vitro para proporcionar a los ovocitos una fuente de proteina y energia durante la ma-
duracién [2]. Por otro lado, la hormona luteinizante (LH) y la gonadotropina coriénica humana (hCG) son ampliamente
reconocidas por su papel en el apoyo a la ovulacién y el embarazo temprano. Sin embargo, excepto por el tiempo de
expresion, las diferencias entre LH y hCG se han ignorado en gran medida en el entorno clinico debido a sus estructuras
moleculares similares y receptores compartidos. Gracias a los avances tecnolégicos, incluido el desarrollo de gonadotro-
pinas recombinantes altamente purificadas, los investigadores ahora se dan cuenta de que estas hormonas no son tan in-
tercambiables como se pensaba anteriormente. A pesar de su unién a receptores comunes, la evidencia emergente sugiere
que la LH y la hCG tienen efectos distintos en las cascadas de sefializacion. Una mejor comprension de las diferen-
cias esenciales entre la LH y la hCG facilitara un andlisis de diagnéstico y prondstico mas eficiente [3].

Muchos de estos trabajos de investigacion se ha hecho en animales cuyas condiciones ambientales no son similares a
las nuestras, y sobre todo en ganado criollo de nuestra region. Se busca realizar investigacion basica que permitan lograr
la fecundacidn in vitro en 6vulos de vaca criolla para su conservacién en protocolos de fecundacién in vitro. Para la pre-
servacion ex situ de ovocitos de bovinos criollos. Por las consideraciones antes mencionadas, se plantea la presente in-
vestigacion con el objetivo de evaluar la maduracion in vitro de ovocitos suplementados con Gonadotropina Coridnica
Humana y la relacién con condicién corporal en vacas criollas en la preservacion de la biodiversidad ganadera.

2 Método

2.1  Ovarios y ovocitos

Los ovarios fueron colectados de vacas criollas faenadas, en el matadero Municipal de Abancay. Estos ovarios
fueron colocados en una bolsa de polietileno que contenia NaCl al 0.9%, suplementados con gentamicina 50 UI/L; las
muestras fueron mantenidas entre 35 a 37 °C y transportados en una caja de tecnopor después de 2 a 3 horas al laboratorio.

Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron colocados en un vaso precipitado de 500 mL en NaCl mantenidos en bafio
Maria a 37 °C. Seguidamente, se realizd el lavado de los ovarios con solucion salina de dos a tres veces . Se hizo la
recuperacion mediante la técnica de aspiracion folicular de los ovocitos cuyos foliculos aspirados con jeringa de 10 mL
y aguja de 21 G eran de 2 a 8 mm de didmetro aproximadamente,. El contenido aspirado se colocé en tubos conicos de
pléstico de 15 mL de capacidad, que estuvieron a 37°C. Luego se dejo decantar por 10 minutos,el cual con una micropipeta
se saco el sedimento y los ovocitos a una placa Petri estéril para su clasificacion, los cuales fueron colocados en cinco
gotas de 50 pL de fosfato buffer salino (PBS) sobre placas Petri mantenidas en platina térmica a 37 °C. La evaluacién de
los ovocitos se realizo, segun caracteristicas morfolégicas de acuerdo a la descripciéon de Hawk & Wall, clasificando en
tres tipos de ovocitos con la ayuda de un estereoscopio (Meiji, Japon) con platina térmica incorporada a 37°C (Minitube
HT 50, Alemania): categoria A: calidad buena; categoria B: calidad intermedia; categoria C: rechazados. Los ovocitos de
tipo A y B fueron seleccionados como aptos para la maduracion con hCG.

2.2 Cultivo in vitro

Los ovocitos colectados fueron de (n=1704 ) y distribuidos para ser cultivados en 4 tratamientos de acuerdo a su
condicion corporal (1.5, 2 y 3): Tratamiento 1 - Medio de maduracion méas 0 hCG Ul/mL,; Tratamiento 2 - Medio de
maduraciéon mas 5 hCG Ul/mL; Tratamiento 3 - Medio de maduracion mas 10 hCG Ul/mL y Tratamiento 4 - Medio
de maduracién mas 15 hCG Ul/mL. Los ovocitos aptos luego de la recuperacion y evaluacion fueron cultivados en grupos
de 10 por gota y llevados a la maduracion en una incubadora de CO, (MMM Group, Alemania) a 38 °C, 5% de CO,, y
90% de humedad relativa por 24 h.
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2.3 Evaluacion nuclear del ovocito

Los ovocitos después de 24 horas de maduracion fueron evaluados segln la metodologia de [4] y los seleccionados
se transfirieron a viales de 0.5 mL con contenido de fosfato buffer salino (PBS), inmediatamente fueron vorterizados a
2500 g por 5 minutos (Iso Lab Laborgerate GmBH), con la finalidad de retirar las capas de los cimulos del ovocito para
ser lavados. Posteriormente los ovocitos se colocaron en viales con contenido de solucion fijadora compuesta por acido
acético / etanol (1: 3) por 48 h. La fijacion de ovocitos se realiz6 segln técnica descrita por [2], a continuacién se realizd
la tincion por capilaridad con una gota de Lacmoid al 2%. Los ovocitos se pipetearon y se colocaron sobre laminas
portaobjetos (5 a 10 ovocitos), luego cubiertos con cubreobjetos que previamente fueron colocados en las esquinas con
pegamento de barra. Luego de 10 a 20 min aproximadamente de la tincién se evalu6 utilizando microscopio a 40x (ZEISS,
Alemania). Las evaluaciones de los ovocitos fueron clasificados como vesicula germinal (VG), vesicula germinal rota
(VGBD), metafase | (MI), metafase 11 (MIl) y degenerados (D).

2.4  Condicion corporal

Se utilizo la escala de evaluacion de Ferguson, por medio de la observacion de las vértebras desde la parte posterior
del animal, el aspecto del hueso pélvico, aspecto lateral de la linea entre las caderas, aspecto posterior y lateral de la
cavidad entre la cola y la tuberosidad isquiatica utilizando una escala del 1 al 5 [5].

3 Resultados

En la evaluacién de la maduracion in vitro de ovocitos después de 24 horas y suplementados con 0, 5, 10 y 15
Ul/mL de Gonadotropina Coriénica Humana y la condicién corporal de 1.5, 2 y 3 en vacas criollas, se observé que existe
asociacion (P < 0.05), aplicando la prueba estadistica de Chi Cuadrado de Pearson. De acuerdo a la tabla 1, mediante la
técnica de aspiracion folicular se obtuvo 1704 ovocitos estimandose un promedio de 2.25 ovocitos de 759 ovarios. Tam-
bién se observa que en las vacas con condicién corporal 1.5 tuvo 890 ovocitos de 433 ovarios, lo que hace un promedio
de 2.06 ovocitos/ovario. Las vacas de condicion corporal 2 se obtuvo 729 ovocitos de 295 ovarios lo que hace que tenga
un promedio de 2.47 ovocitos/ovario y finalmente las vacas de condicion corporal 3 tienen 85 ovocitos de 31 ovarios lo
que indica que en promedio tendran 2.74 ovocitos/ovario.

Tabla 1. Namero de ovocitos, calidad que fueron recuperados, seguin condicién corporal

Ovaocitos recuperados

Con- Ovarios _
- Calidad (%)
dicion ) Viables por
Total Por ovario A B C
corporal N ovario!
Buena Intermedia Rechazada

15 433 890 2.06 1,36 23.37 42.58 34.05

2 295 729 2,47 1,56 19.20 44.03 36.77

3 31 85 2.74 1.90 21.18 48.24 30.58
Total 759 1704 2.25 1.46 21.48 43.49 35.03

1 Ovocitos de categoria A y B considerados aptos para maduracion in vitro

Respecto a la condicion corporal 1.5 se obtuvo ovocitos de calidad buena (A) 23.37%, calidad intermedia (B) 42.58% y
calidad rechazada (C) 34.05%. Respecto a la condicion corporal 2 se obtuvo ovocitos de calidad buena (A) 19.20%,
calidad intermedia (B) 44.03% y calidad rechazada (C) 36.77%. En los vacunos con condicion corporal 3 se obtuvo
ovocitos de calidad buena (A) 21.18%, calidad intermedia (B) 48.24% y calidad rechazada (C) 30.58%.

En Las concentraciones de Gonadotropina Corionica Humana (hCG) de 0, 5, 10, 15 Ul/ml existe asociacion (P <0.05)
con la condiciones corporales (1.5, 2, 3) en las vacas criollas luego de la maduracion de ovocitos en estado fuertemente
madurado mas medianamente madurado hasta metafase 1.
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Tabla 2. Estadios de maduracién (%) de acuerdo a la condicién corporal y las concentraciones de hCG en ovocitos

de vacas criollas.

cC [1hCG VG VGBD MI MII D
Ul/mL
0 11.11 22.22 33.33 27.78 5.56
5 21.74 41.30 19.57 2.174 15.22
Lo 10 4.88 56.10 19.51 14.63 4.88
15 16.67 33.33 16.67 8.33 25.00
0 11.11 44.44 38.89 0 5.56
5 0 55.60 22.20 7.41 14.80
g 10 16.67 55.56 11.11 8.33 8.33
15 40.63 34.38 15.63 9.38 40.63
0 0 0 100 0 0
5 0 50 0 0 50
3 10 100 0 0 0 0
15 11.11 33.33 22.22 11.11 22.22

4 Discusiones y Conclusiones

4.1  Evaluacién de la maduracién in vitro de ovocitos suplementados con hCG y la condicién corporal en vacas
criollas

En una investigacion se demostré que la adicién de gonadotropinas al medio de cultivo permite un mayor porcen-
taje de maduracion nuclear que con los tratamientos 1 y 2 que no tenian gonadotropina, siendo el valor maximo de Ml
(72%) obtenido en 26 a 28 h de cultivo [6]. La tasa de maduracién global en presencia de hCG y benzoato de estradiol
fue del 79,1 %, y una proporcién sustancial 68.8 % de ovocitos parcialmente cubiertos alcanzé el estadio de metafase I1.
En ausencia de hCG y benzoato de estradiol el porcentaje de ovocitos en metafase Il fue mucho menor (48.60 %). También
se observa que los ovocitos cultivados sin hormonas mostraron poca expansion del cimulo, una caracteristica de la
maduracidn del ovocito.[7]

En otra investigacién ha demostrado una mejora de las tasas de maduracion in vitro de ovocitos porcinos con concentra-
ciones crecientes de hCG [3]. La tasa de maduracion de los ovocitos fue del 54.80% con hCG y del 55.90% con LH; en
conclusiéon la hCG o la LH recombinantes son igualmente eficaces para promover la maduracion de los ovocitos [8]

4.2  Cuantificacién de los ovocitos recuperados por aspiracién folicular de ovarios de vacas criollas de
matadero

En una investigacion se obtuvo un total de 1029 ovocitos recuperados de 212 ovarios de los cuales se obtuvo en
promedio 4.85 ovocitos por ovario. A su vez el nimero de los ovocitos recuperados por ovario entre vacas criollas de
condicidn corporal baja, moderada y alta fueron similares (P >0,05) fue de 4.14, 4.88, 5.46 ovocitos por ovarios respec-
tivamente. Se encontrd mayor nimero de ovocitos viables por ovario aptos para maduracion in vitro en vacas de condicién
corporal alta seguida de moderada y baja (P < 0,05). También encontraron mayor (P < 0,05) cantidad de ovocitos tipo A
en vacas de condicion corporal alta seguida de moderada y baja [9]
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Se realiz6 la aspiracion de ovocitos de vacas criollas en Apurimac encontrandose 4.26 ovocitos por ovario (P>0.05), asi
como 2.08 ovocitos de calidad buena por ovario (P >0.05) [10]. En otro trabajo de investigacion se obtuvo un promedio
de recuperacion de 6.11 ovocitos por ovario, de los cuales el 26.13% fueron categoria A, el 21.72% categoria B, el 47.30%
categoria C y el 4.85% categoria D [11].

También se hizo la toma de muestras en el matadero de Yerbateros en vacas criollas recién beneficiadas donde obtuvieron
por aspiracion folicular 1653 ovocitos de 166 ovarios, lo que produjo una cifra media de 10.26 foliculos por ovario. En
total se recuperaron 1,228 ovocitos, lo que equivale a 72.66 % respecto del nimero de foliculos ovaricos aspirados [12].
La mayoria de estas investigaciones indican que son superiores en nimero a los resultados encontrados en el presente
trabajo, debido a que tienen diferentes procedencias, las estaciones del afio son diversas, también la condicion corporal
de los animales y la nutricidn. La menor cantidad de ovocitos de buena calidad por ovario, es posible que se deba a la
baja calidad nutritiva de la dieta animal [13], ya que los animales en estudio proviene de zonas de pastoreo pobres en
calidad nutritiva, cantidad y sobre pastoreo.

4.3  Calidad de ovocitos recuperados de ovarios de vacas criollas de acuerdo a la condicién corporal.

Respecto a la condicién corporal 1.5 se obtuvo calidad buena de ovocitos (A) 23.37%, calidad intermedia (B)
42.58% vy calidad rechazada (C) 34.05%. Respecto a la condicién corporal 2 se obtuvo calidad buena de ovocitos (A)
19.20%, calidad intermedia (B) 44.03% y calidad rechazada (C) 36.77%. Segln Tinco [9], obtuvo los siguientes resulta-
dos calidad buena (A) 46,36%, calidad intermedia (B) 34.91% y calidad rechazada (C) 18.72%. Esta diferencia es por
que los periodos de ejecucién de los trabajos de investigacion asi como el nimero de animales beneficiados son diferen-
tes.

En los vacunos con condicién corporal 3 se obtuvo calidad buena de ovocitos (A) 21.18%, calidad intermedia (B) 48.24%
y calidad rechazada (C) 30.58%. Segun Tinco [9], obtuvo los siguientes resultados calidad buena (A) 59.50%, calidad
intermedia (B) 31.74% y calidad rechazada (C) 8.76%. Con estos resultados claramente se puede ver que, tomé muestras
de vacas criollas de condicion corporal buenas en comparacién de nuestro trabajo de investigacién. Otros investigadores
demostraron que el efecto del nivel de alimentacion sobre la calidad de los ovocitos depende de la condicién corporal del
animal, siendo el alto nivel de alimentacion beneficioso para los ovocitos de animales de baja condicién corporal pero
perjudicial para los ovocitos de animales de condicién corporal moderadamente alta [14]

En otro trabajo de investigacion recolectaron ovocitos de vacas de diferentes condiciones corporales faenados en un ma-
tadero encontrandose que en vacas en condicion corporal alta, el 79% de sus ovocitos fueron de calidad, en contraste las
vacas con condicion corporal baja tuvieron bajo rendimiento en el nimero de ovocitos colectados, lo cual estuvo relacio-
nado con el nivel de energia de la dieta [11].

4.4  Efecto de las concentraciones de hCG en la maduracion in vitro en metafase 11 segiin condicién corporal
en vacas criollas

Respecto a la asociacién en vacas de CC 3y las concentraciones de hCG, se observa que hay asociacion estadistica
entre las dos variables (P < 0.05), por lo tanto usar hCG para la maduracion es recomendable en especial si las vacas
tienen condicion corporal favorable, en contraste los de CC 1.5 y 2 no presentaron maduracién adecuada esto debido
probablemente a la condicién corporal que influye en la calidad del ovocito.

Este resultado es corroborado por Ruiz [12], donde permiten sugerir que el nivel de alimentacién afecta a la calidad de
los ovocitos, especialmente los del tipo A, debido a que las restricciones nutricionales, particularmente las del tipo ener-
gético, podrian afectar la actividad reproductiva, asi como a la concentracién de algunos metabolitos como es el caso de
la glucosa, los cuales imprimen un efecto negativo sobre la actividad reproductiva [12]. De igual forma, las vacas con
condicion corporal alta que paren, son capaces de reiniciar su actividad reproductivas después del parto mas eficiente-
mente que aquellas vacas que paren con una baja reserva corporal. Es decir, las vacas alimentadas con alto nivel energético
presentaron mayores nimeros de ovocitos tipos A [13].
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En conclusion las vacas con condicion corporal 1.5 se obtuvo un promedio de 2.06 ovocitos/ovario. Las vacas con con-
dicion corporal 2 se obtuvo un promedio de 2.47 ovocitos/ovario y finalmente las vacas de condicion corporal 3 se obtu-
vieron en promedio 2.74 ovocitos/ovario.

La calidad de los ovocitos obtenidos de las vacas criollas en el presente trabajo fue calidad buena 21.48% (A), calidad
intermedia 43.49% (B), seguido de la calidad rechazada 35.03%(C).

Asi mismo existe asociacion entre las concentraciones de Gonadotropina Coriénica Humana de 0, 5, 10, 15 Ul/mL con
la condiciones corporales (1.5, 2, 3) en las vacas criollas luego de la maduracién de ovocitos en estado fuertemente
madurado, mas medianamente madurado hasta metafase 11, teniendo mayor efecto en la vacas de CC3.
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