Rev Col Cienc Pec, Vol 10, Suplemento 1997

IV ENCUENTRO NACIONAL DE INVESTIGADORES
DE LAS CIENCIAS PECUARIAS
IV ENICIP
Noviembre 6 y 7 de 1997

HISTOMORFOMETRIA DE LA IMPLANTACION EN LOS DIAS 21,23,28 Y 36 DE
GESTACION EN LA VACA.

H. DLAIKAN *, A. HERNANDEZ"*, CORTES, A™".

*Facultad de Ciencias Agrarias y del Ambiente Universidad Francisco de Paula
Santander, Ocana. **Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia,
Universidad Nacional de Colombia. Bogota. Colombia.

Existe un alto grado de mortalidad embrionaria (ME) durante la implantacion en la
vaca (Brijaldo y col., 1982). El conocimiento del proceso de la implantacion, puede
aportar luces que permitan establecer métodos para reducir la incidencia de ME.
Para evaluar algunas caracteristicas morfologicas de la implantacion, se llevo a
cabo un estudio histomorfométrico el utero y trofoblasto en 8 novillas Holstein a
los 21, 23, 28 y 36 dias de gestacion. Se utilizaron cortes de 5 micrometros
coloreados con H&E.

La modificacién del epitelio de revestimiento del Utero, fue de 43.59, 55.75, 39.15
y 70.64% a los 21,2328, y 36 dias respectivamente. El porcentaje de desarrollo
trofoblastico fue de 46.36, 21.63, 67.2 y 83.55, para las mismas edades. El
numero promedio de células binucleadas por unidad de érea fue de 1.5, 1.1, 1.3,
y 1.6 alos 21, 23, 28 y 36 dias de gestacion, respectivamente. La implantacion en
la vaca es un proceso gradual, que se inicia cerca al embrién, extendiéndose
hacia las zonas periféricas, como en la oveja (Gaviria y Hernandez, 1994). Tiene
relacion con el grado de desarrollo trofoblastico. Esto Ultimo y la modificacion del
epitelio uterino de revestimiento son criterios adicionales para la evaluacion post-
mortem de ME, ademas de los reportados por Boshier (1968), que incluyen el
grado de vascularizacion alantoidea y el nimero de células binucleadas.

BOSHIER, D.P. J. Reprod. Fert. 1968; 15:81-86.1968.
BRIJALDO, F; HERNANDEZ, A. y SCHROEDER, H. Rev. Acovez 6:3-6,1982.
GAVIRIA, M.T, and HERNANDEZ, A.. Theriogenology 41: 1139-1149.1994.
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En la oveja, se ha estudiado la vascularizacién del conceptus, la mortalidad
embrionaria (ME) y los cambios morfofisiologicos durante la implantacion [2, 3].
La ME en la oveja tiene una incidencia del 30% dentro de las perdidas
prenatales[1], por otro lado la oveja es una especie con una incidencia del 45% al
70% de gestaciones gemelares [1]. Sin embargo, no se han realizado estudios
donde se tome en cuentia la sobrepoblacion uterina. El proposito de este estudio
fue determinar la influencia de la sobrepoblacion uterina sobre el porcentaje
de ceélulas binucleadas (CB) y cambios morfolégicos a nivel del trofoblasto y
del epitelio uterino, a los 14, 20 y 24 dias de gestacion en ovejas con
prefieces normales y multiples. Se utilizaron 15 ovejas distribuidas al azar en
dos grupos: 1.- Prefiez lograda por superovulacién (SO) (1500 u.i. de PMSG),
3 animales por edad de gestacion (n=9) y 2.- Prefiez normal (no S0O), 2
animales por edad de gestacion (n=6). El sitio preferencial de nidacion de los
embriones ovinos, es la mitad posterior de los cuernos uterinos. La longitud
de los cuernos uterinos en los animales SO es mayor (P < 0.05). En conceptus
de embriones sometidos a competencia intrauterina el trofoblasto se
desarrolla y adelgaza mas tempranamente (dia 14, P < 0.01), y también
produce una modificacion del epitelio uterino a mas temprana edad de
gestacion (P < 0.01). En los animales SO (antes del dia 20), el trofoblasto es
mas agresivo. Al dia 14 no se encontraron CB, su porcentaje no puede ser
utilizado como indicativo de sobrevivencia o ME al dia 14 de gestacion en al
oveja, pero si, a los 20 y 24 dias, ya que en estas edades existe una
correlacion positiva altamente significativa entre el porcentaje de CB y la
viabilidad embrionaria (r = 0.60; P < 0.01). Los cambios macroscépicos
propios de una ME, no corresponden a los microscopicos. La competencia
intrauterina parece acelerar el proceso de implantacion.

1. DIAZ, F. Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, UN. 15-23, 1993.
2. GAVIRIA, M. T. and HERNANDEZ, A. Theriogenology. 41(5): 1139-1149, 1994,
3. GUILLOMOT. M. J. Reprod. Fertil. 49: 39-51, 1995,
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Los cambios en ¢l patrén de crecimiento y desarrollo folicular en vacas Brahman fieron
estudiados hasta la ocurrencia de la primera ovulacidn; cuatro de ellas amsmantsndo un
ternero(A) y cuatro destetadas(D) fres dfas posparto. Las vacas se¢ evaluaron
ultrasonograficamente cada dos dias y sangradas tres veces por semana para determinar E2
por RIA.

Sc analizaron los foliculos a partir de 4 mun y se siguié su desarrollo para determinar su
perfil de crecimicnto y su posible ovulacién.

Los promedios de¢ los didmetros de los foliculos dominantes (>6 mm) (FD), foliculos
subordinados (4 a 6 mm) (FS), y las concentraciones de E2 sc muestran cn la tabla para
ambos grupos . Los resultados fueron comparados a través de un andlisis de varianza y no
s¢ cncontraron diferencias entre los grupos (p>0.05). Las tasas de crecimiento de los
foliculos (TC, mm/d) se calcularon por regresién lineal (Tabla). El andlisis de correlacién
entre los didmetros del FD y FS, FD y los niveles de E2 no arrojaron ninguna diferencia
significativa (p>0.05).

Las caracterfsticas de las estructuras ovéricas cn ambos grupos de vacas fue similar
(p>0.05), pero las vacas destetas presentaron més tempranamente ondas foliculares y
ovulacién (p<0.05) (Tabla). Sc concluye que hay un retraso en ¢l desarrollo de los foliculos
dominantes en las vacas que amamanisn y por consiguiente un retraso en la primera
ovulacién, pero la diferencia no se asocia con los cambios morfolégicos o los miveles de
estradiol.

Tabla. Caracteristicas del desarrollo folicular y la concentracién promedio de E2

Vacas Folicul FD ¥S TCFD TCFS 1L.OF ID 1.Ovulac E2(pgml
A=4 98 98 45 13 0.4 332 o7 27.5 25+
D=4 165> 100 43 12 0.5° 108° 0-§° 116.5° 31.5 +14.1°

Promedios cn la misma columna con diferente exponente son diferentes (p>0.05)

Difmetro

OF: Dia de divergencia del primer FD

id: intervalo entre el Gitimo dia de la regresién de un FD y ¢l dia de la divergencia del
siguiente FD.

Una interdominancia de O quicre decir que la divergencia del nuevo FD comenz6 antes de la
regresién completa del FD previo.
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Existe escasa informacion sobre la fisiologia postparto de vacas Bos indicus. Esta especie presenta
menor fertilidad que la Bos taurus (3). Estudios ultrasonograficos en B. taurus han mostrado que
el reinicio de la actividad ovulatoria postparto. con o sin presencia de estro, antecede el tiempo de
formacién del primer cuerpo Iuteo (4). En vacas que no amamantan, el perfodo parto primera
ovulacién es menor que en las que amamantan (14.3+/-1.2 vs 35.4+/-2.2) (2). Este trabajo
pretende describir por primera vez eventos fisiologicos que suceden durante los dos primeros
intervalos interovulatorios postparto en vacas Cebil sin amamantamiento.

A partir de la segunda semana postparto de 15 vacas Cebi (10 con y 5 sin amamantamiento) se
realizan examenes ultrasonograficos ovaricos cada 48 horas para caracterizar la dinamica folicular
y la formacién del cuerpo lateo. Con igual frecuencia se toman muestras de sangre para determinar
los niveles de progesterona por radioinmunoandlisis. Se detectan estros a mafiana y tarde con la
ayuda de una novilla androgenizada. Los resultados preliminares de tres vacas sin
amamantamiento que han presentado tres ovulaciones postparto se muestran en la tabla.

Tabla. Eventos reproductivos durante los dos primeros intervalos interovulatorios postparto de tres
vacas Cebu sin amamantamiento.

Identif. Calor 1°0Ovul. CL CLwvis. P4 Calor IntlO Cl CLvis. calor IntlO

86-2 + 17 +* 9 6.8 + 16 + 10 + 24
92-4 - 52 + 12 6.1 + 14 + 12 + 23
78-1 - 46 + 15 7.8 + 18 + 15 + 21

1°Ovul.:Dias parto a primera ovulacion

CL: Formacion de Cuerpo liteo.

CL vis.: Dias de obsevacion ultrasonografica de Cuerpo liteo.
P4, Nivel de progesterona. ng/ml.

IntlO: Dias de intervalo interovulatorio .

La primera ovulacion postparto ocurrid sin signos de calor en dos de tres vacas, con posterior
formacion de cuerpo luteo de duracion variable y produccion de niveles de progesterona similares a
los reportados en la literatura. Después de la lisis del primer cuerpo liteo se presenta calor en las
tres vacas, con intervalos interovulatorios menores a los referenciados. Posterior a la segunda
ovulacién todas las vacas desarrollan cuerpo liteo. observable durante un tiempo similar al
primero. Todas las vacas presentaron estro después de la lisis del segundo cuerpo luteo. con
intervalos interovulatorios similares a los referenciados para un ciclo estral normal.
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INTRODUCCION. En los paises de zona templada, el comportamiento reproductivo de las cabras es
poliéstrico estacional, debido a la variacion del fotoperiodo; por esto mismo la temporada de
reproduccion coincide con el otofio e invierno, cuando el fotoperiodo es menor (Gall, 1981). Este es el
caso de la raza Alpina francesa en su habitat original, pero cuando se translada a condiciones
tropicales como las de Colombia, su comportamiento reproductivo pasa a ser poliéstrico continuo, ya
que en este medio el fotoperiodo s6lo varia de cuarenta y cinco a noventa minutos. El presente trabajo
determina en animales adultos, el momento en que se reinicia la actividad ovarica después del parto-
en cabras Alpinas y establece el inicio de la actividad ovarica en cabras jovenes de la misma raza y su
relacion con el peso de éstas.

MATERIALES Y METODOS. Se estudiaron dos grupos de cabras Alpinas en la Sabana de Bogota
(tropico alto colombiano), uno de ellos conformado por seis cabras jovenes, en el cual se estudio el
comportamiento de la actividad ovarica mediante la determinacion de las concentraciones de
progesterona en suero (radioinmunoanalisis en fase solida) y el peso y edad relacionados con las
concentraciones de la misma; el segundo grupo estaba constituido por siete hembras posparto a las
cuales se les determind el tiempo de reactivacion ovarica posparto y la longitud de los ciclos estrales
posteriores, mediante la determinacion de los niveles de progesterona en leche y los datos de
comportamiento estral detectados por el macho (conducta etoldgica).

RESULTADOS Y DISCUSION. Dos cabras del primer grupo que mostraron actividad ovarica, tuvieron
un peso promedio de 26.25 kg. que corresponde al 53.6% del peso promedio de los animales adultus
del rebano,presentando una condicion corporal promedio de 3; estas presentaron picos
progestacionales irregulares y periodos de inactividad ovarica a traves del tiempo de estudio sin
manifestar ninguna conducta de celo. El resto de los cabras de este grupo alcanzaron un peso
promedio de 30.37 kg. que corresponde a un 62% del peso promedio adulto, al finalizar el periodo de
estudio, sin presentar ningtn indicio de actividad ovarica ni conducta de celo. El segundo grupo
compuesto por cabras adultas, presentd en promedio un periodo de 53.83 dias de recuperacion
ovarica posparto; se siguieron 13 ciclos estrales con una duraciéon promedio de 18.3 dias. Los ciclos
estrales observados durante el estudio se clasificaron en tres grupos con base en su presencia y
duracion: cortos (7-14 dias), los cuales representan el 46.15%; medios (21 dias) que representan el
38.46% vy largos (28 dias) que representan el 15.38%. Las concentraciones totales de progesterona
encontradas inmediatamente después de finalizar el periodo de inactividad ovarica, fueron de 2.8+/-1.5
ng/ml., mientras que en la siguiente fase litea las concentraciones totales fueron de 5.5+/-3.1 ng/ml.,
lo que podria indicar una maduracion de la funcion Iitea, producto de la recuperacion ovarica. El
promedio de la concentracion de progesterona obtenido en la fase estral fué de 0.33 ng/ml., en la fase

luteal temprana 1.83 ng/ml. y en la fase luteal tardia alcanzé un valor de 2.36 ng/ml.
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RELACIONES ENDOCRINAS EN EL PERIPARTO DE VACAS CRIOLLAS HARTON DEL VALLE
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La infertilidad postparto representa uno de los mayores efectos negativos para una dptima eficiensia reproductiva ef
los hates bovinos. En Colombia, el periodo de anestro postparto presenta diversas duracionee semin raza, sistesa d4
produccidn u condiciones de nutricidn entre otros (GALLEGD, 1992); al momento del parto. el animal realiza un esfuerz
fisioldgico y con el e liberan cantidades de cortisol, el cual unide 2 la accién siepaticeainética ocacionan en el
organismos una alta ovilizacion de glucosa y necesaria en procesos de alto costo netabdlico (lactanmeia, reactivacidy
ovrica) RIVERA & ALBEIRO, 1991. Ademds de los drzanos genitales especificos, otros sistemas del organisnos ejercen
también un influjo parcialzente marcado en los fendmenos reproductivos; en especial 12 glindula tireides v la corters
adrenal; el efecto de las hormonmas tiroideas en los mecaniszos de 1a reproduccisn ge panifiezta vor Ia influemnis
ejercida sobre el metaholises intermediario (DIEZ MONFORTE, 1993). El ganado criollo Hartdn del Valle es un grupd
bovino adaptade al trfpico, lo cual se ve reflejado en la resistencia a enfermedades, pardeitos v capacidad de
reproducirse en un nedio ambiente adverso, es un recurso genético valioso, que zerece ser egtudiade.
E1 objetive del estudlo fué caracterizar los niveles de T3 v T4, Cortisol y progesterona al pario y en los priveras
89 dins con el fin de allegar informacidn que posibiliten un manedn endocring exdsens raciomal en case de ger
necesario.
ST trabaje de czapo ge desarrolld en 1a hacienda E1 Capricho (Cali) 3°24°N 7 T6%30°K, & una altura de 90 msne, 50nn
de precipitacidn en promedio y temperatura de 27 °C. Se emplearon 21 vacas multiparzs crinllag Rartén del Valle.
Hediante venipuncicn coxigea y sistema vacutainer se obtuvieron muestras de sangre para andlisis sérico de Tirexina,
triyodotironina, Cortisal y progesterona, las muestras se colectaron el dia del parto, a las 48 7 72 horas y a log
diae 50,56,63, 70 v 85 del postparto. Se empled el métedo de Radioinmuncensayo en fase gilida. F1 andliels
estadistico consistio en zndlisis de varianza y regresidn miltiple, se amalizd 13 relacidn entre las hormonas y entre
égtag y la reactivacidn ovirica postparte.
Se encontraron diferencias significativas ( ¢0.5)entre los tres tiempos muestreados: parto, 24 y 48 horag postparto;
los valores séricos de la hormona en las vatas Hartdn del Valle fueron mayores que los reportados en Ia literatura,
pero congervan la zisma tendencia. Con respecto al nimero de partes se observd que las vacas de 1-2 partos presentaron
uivelea elevedos de cortisol (z=290.7 ng/el), de 3-5 partos niveles intermedios (x=207.5 ng/al) y.de 6 partos en
adelante valores menores (x=75.6 ng/ul), indicdndose asi Ia influencin de la experiencis reproductiva. [La relacifn
entre cortisel y log niveles séricos de progesterons a partir del dia 50 no mostrd aseciacidn, esto puede deberes a
1a excelente condicidn corparal de los animales al parto, lo cual posibilita que los animales mo exhiba un Balamce
Energético Negativo dramdtico puesto que cuentan con suficiente reservas para regular sus pecesidades glucogénicas.
L2g horzonas tiroideas mostraron similar comportamiento en el periodo analizado e igualuente e observd una correleciin
significativa entre ellas. Los valores promedio para el tiezpo de muestren fué de 1,407 waal/L y 31.523 nael/L para
T3 y T4 reapectivamenfe. El 83X de los animales presentd su reactivacidn ovirica antes del dia 63, lo anterior ee
coaprobd mediante el eeguinientn sérico de estas y el cortisol; pero lae tendenciae generales snestran que 1oz animales
que presentarcn wayores niveles de 73 v T4 en las 72 horae postparto fuercn aguellos cuya reactivacisn ovirica se
presentd antes del dia 63 postparto.

Biblingrafia,
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TASAS D CONCEPCION Y FACTORES RELACTONADOS EN EL CRUCE DE BOVILLAS BAJO INSEMINACION ARTIFICIAL,

R.CANPOS T H. PRADD
Al usarse 1a Inseninacion Artificial como sistesa para 1levar a cabe la reproduceion en s explotacion, e» busca que
su eficiencia sea mixima, para mejorar las caracteristicas y 1a hibridacidn de las razas. Bl logro de uma mayor
efectividad en (IA) estd sueta a varfos factores: eventos fistoligicos, condieifn corporal, pesc y edad al servicio,
factores nedioanbientales y de manejo. [as razas criollas presentan ventajas (TOBCN 1996) cuando son exnlendas coso
factor hibridador y por ende representan un recurso genético para el meforasientn de Ias emlotaciones bovinas en
nuestro medio,
E1 obletivo principal ge centrd en evaluar la efectividad de Ia IA en novillas cebi al priner servicly con ssmen de
Toros de la Raza Hartdn de! Valle y amalizar lag relacinnes existentes entre tasas de concepeldn, wariahles
nedioasbientales, corporales, época de naciaiento, destete, veso y edad al serviein, hora y temperatura de la [A y
actitud cosportamental de los anizales en el proceso.
EL tradado se realizd en Montadita (Caguetd) 1°26°10°'N y T5°25°47°", con una altitnd de 180 werw, pracinitacién
prozedio de 334 na y texperatura promedio de 25.3 °C, zoma clasificads gegin floldridge como Bosque Himedn Tropical.
Se utilizaron 100 noviilas cebi comercial, seleccionadas por fenotipo, peso superior a los 350 Kg. y sin experiencia
reproductiva. Lo animales se mantuvieron en pastoreo de Brachiarda decushens y sal ad libutw. De Iag registros
Individuales se extrajo Ia {nforsacin hisica recessria y el trabajo de Ca2p0 92 centrd en la deteccidn de celag, 14,
foza de muestras para andlisis de P4: para la deteccifn de celos se esplearon 3 heabras androgenizadas rrovistas de
dmmummYWMMManumuuMMWHMMHMHMmMMMdmﬂw%Mm.h
I8 la realizd un misso operaris, se registro hora y temperaturs al pomento de 1a 1A, Se estisd el estrés, seusado
por 1a resistencia del aninal a ser inseminado, por medio de upa escala cuantificadle de 1 a3, en la que so tipificaba
el comportaniento del animal, donde 1 correspondia a las novillas de cozportaniento dificll (anizales que desoraban
sis de 10 ninutos para entrar al sitlo de Insesinacidn, huian o atacaba al cabells, pateaba o ge caiaa), 2 2 los
anisales que demoraban menos de cinco mimutos para entrar al procedimiento y 3 a las mancas o de cardcter décil,
Hediante venipuncion coxigea se tomaron muestras a la IA y 2 los 25 v 45 postservicio, rara andlisis sérico de P4
(Alonsc, et al.,1986). Se empled el paguete estadistico de SA5, GL¥ (Cory, W), prueba de dominancia de medias y
zedias arminicas, se efectud andlisis ée Chi-cuadrado para medir el éxito o fracase de la IA y los rectores
relacionados.
Se obtuvieron tasas de concepeidn totales de 80.4%, tasas de concepeion al primer servicio de 42.4% y 7.1 s/c. Se
encontrd influencia sigmificativa de la época de naciniento sodre los incrementos ge peso pre-degtets y durants el
pmmnﬂLmWHHMMNhnmthWMMmmmeu@mhkmM&WMwmm.
fxiste infinencia de la edad y el comportantento (cardcter) del animal sobre las tasas de comcepcidn al primer
servieln; animales por encima de 35 meses pressnfaron memoree fndices de prefdez; animales con cardcter difisil
presentaron tasas de prefle; al primer servicls menores que laz ohtenidas por antwales con cardoter déel! (mansas).
Para las variables pero al primer servicio y teaperatura al moments ds 1 inceminacidn, 2o se enmcontrd difsparcia
sunﬁwﬁnuwmmawiﬂhmﬁaﬂmIutumdewmvthwnhduéeNexm&ﬁmwwﬁnmnlw
mmmmﬁmmWMmquMw(mWhanwpmﬂﬁﬂﬂMqumEIWMWA
EmmﬁHMmmmwmm%mmdmmthmumeMwammmhw
de acrtalidad embrionaria temprana.
Se concluyd, que la T4 es aliamente efectiva cuanio iaz eomdicisnes s sanidad, reso ¥ maneds de los animales 2o
buenas, s posible que una de las mayores limitantes 3 13 sficienniy bioligica de 13 [A sea el estrés, v que las
cordieiones medicambientales como temperatura y humedad mo sean tan gignificativas en el procesn. S suglere en
proxings trabaes cuantificar la Iiberacifn de cortieol sérizo para congcer mis esirechamente ol efecto de! esirés
gchre la reproduccién.
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El primer reporte de nacimiento de embriones bovinos in vitro [ue realizado por
Brackett en 1980 ; de esta época en adelante se ha trabajado, en todo ¢l mundo. en el
desarrollo de sistemas de cultivo que permitan a los laboratorios de biologia
reproductiva utilizar esta téenica para la obtencion de grandes cantidades de embriones
y compensar, de esta manera, los altos costos de la superovulacion v la oblencion de
los embriones in vivo. El objetivo del presente trabajo es mostrar los primeros
resullados oblenidos en ¢l laboratorio de FERTILIZACION IN VITRO, programa de
Biotecnologia del Grupe BIOGENESIS | Universidad de Antioquia. La metodologia
ha sido descrita por Olivera Angel (1992). En resumen. de los ovarios oblenidos de
matadero. se aspiraron . con Jeringa, los oocitos de  loliculos entre 4 v 10 mm de
dimetro. Los oocitos [ueron clasilicados en 3 categorias de acuerdo a lo reportado
por Sirard (1985). v madurados por 24 horas; los oocitos de categorias v 1 fueron
lertihzados con semen de Bos taurus, donado por ¢l Departamento de Zooteenia de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin. 1il semen fue capacitado con
Heparina a una concentracion de Zpgriml en el medio de lertilizacion. La evaluacion de
la fertilizacion se realizo a las 18 horas mediante el uso de la coloracion de Hoescht
parg determinar la presencia de pronucleos  con ayuda de un microscopio de
fluorescencia  a 420 nn. Los oocitos fertifizados se transfirieron a medio de
crecimiento y se evalud su desarrollo a las 96 v a las 184 heras. Todos los
procedimientos se realizaron en condiciones de esterilidad y ¢Tcultive se hizo a 39°C
en atmoslera de 5 % de CO,, en aire. Se obluvieron 3.71 vocitos por ovario v de éstos
3 fueron de categoria Iy II. El porcentaje de fertilizacion fue de 54 %o y ¢l de clivaje
de 38 %o, Del total dé oocilos lertilizados se obtuvieron blastocistos en el 8 % de los
casos. Al evaluar la proporeion de blastocistos obtenidos con relacion a la proporcion
oocitos lertilizados se obtuvo un valor de 25 %o El desarrollo de los embriones a las
96 horas fue de 11%, 22 %o, 37 %0, 30) %, respectivamente, para los estadios de 2, 4, 8 v
16 células. Para oplimizar ¢l procedimiento se iniciaran trabajos de evaluacion del
electo de los cocultivos de embriones con células de granulosa. Terminada esta etapa
de estandanizacion, gue permilié el avance de algunos estudios basicos, se procederd a
la criopreservacion y a la transferencia de embriones para la obtencion de descendencia
viable.

Biol Reprod. 23:189 - 205, 1980,

Olivera, M. De lu fertilizacion in vitto a - fa translerencia de embriones. U de Anlioguia. 1992

Biol. Reprod. 33 487 - 4o 1985
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EFECTO DE LA SUPEROXIDODISMUTASA Y DE LA TIOREDOXINA SOBRE
EMBRIONES BOVINOS PRODUCIDOS IN VITRO.

O. Camargo Rodriguez, |.L Ramirez Castro y M. Olivera-Angel
Grupo Interdisciplinario Para la Investigacion Cientifica: BIOGENESIS

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la superoxidodismutasa (SOD) vy la
tiorredoxina (Trx) sobre la maduracion, la fertilizacion y cultivo de embriones bovinos
in vitro. En el experimento I, grupos de 10 a 12 complejos climulus-oocito (CCOs),
asignados aleatoriamente, fueron madurados en gotas de 50 pl de medio de
maduracion ( TCM-199 + 10% suero fetal bovino + piruvato + hCG + estrogenos),
suplementado con SOD: 50 (s1), 500 (s2), 1000 (s3) pg/ml o Trx: 20 (t1), 200 (t2), 1000
(t3) ug/ml o sin suplementacion (Control: C) a 39 °C bajo 5% CO2 en aire con
humedad saturada por 24 h. En el experimento Il, oocitos madurados in vitro
distribuidos aleatoriamente, fueron fertilizados en gotas de 50 ul de medio de
fertilizacion (IVF-TALP + espermatozoides separados mediante gradiente Percoll +
10ug/ml sulfato de heparina) suplementado con SOD: 50 (s1), 500 (s2), 1000 (s3)
ng/ml o Trx: 20 (t1), 200 (t2), 1000 (t3) pg/ml o sin suplementacion, bajo las mismas
condiciones de incubacion por 16 h. En el experimento 111, oocitos madurados y
fertilizados in vitro distribuidos aleatoriamente fueron co-cultivados con células
epiteliales del oviducto bovino (CEOB) en un medio basado en TCM-199 + 10% suero
fetal bovino + piruvato suplementado con SOD: 50 (s1), 500 (s2), 1000 (s3) pg/ml o
Trx: 20 (t1), 200 (t2) , 1000 (t3) ug/ml o sin suplementacion por 9 dias . Los
experimentos 1 (maduracion) v Il (fertilizacion) fueron replicados tres veces, el
experimento Il (CIV) fue replicado 5 veces. En el experimento I, La proporcion de
oocitos madurados no difirié estadisticamente entre tratamientos (C: 69.5%, s1:73.3%,
$2:70.0%, s3:70.0%, t1:53.3%, t2:83.3% y t3:57.1%) (P>0.05). Los porcentajes de
fertilizacion entre tratamientos en el experimento Il no fueron significativamente
diferentes (C: 53.3%, s1: 53.3%, s2: 40.0%, s3: 40.0%, t1: 60.0%, t2: 43.3% y t3: 33.3%)
(P>0.05). En el experimento 11l tampoco se registraron diferencias significativas en las
tasas de clivaje, porcentaje de blastocistos y numero de nucleos por blastocisto
(calidad de los blastocistos) (P>0.05). La evaluacion se hizo por observacion directa y
mediante tincion con Hoechst.

Estos resultados indicarian que la maduracion, la fertilizacion y el desarrollo de
embriones bovinos en co-cultivo con CEOB no es afectado por la adicion de SOD o
Trx. No obstante, hubo un evidente efecto positivo por parte de la SOD vy la Trx sobre
el desarrollo hasta blastocisto (C: 21.8%, s1: 31.3%, s2: 33.3%, s3: 36.5%, t1: 42.8%, t2:
39.0% y t3: 31.0%) pero dada la amplia variacion de los resultados, no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas.

Queda por investigar los efectos de estos limpiadores de radicales libres de oxigeno
(SOD y Trx) sobre los espermatozoides al momento al momento de la fertilizacion,
dada la importancia del componente paterno en el desarrollo embrionario temprano.
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CULTIVO DE CELULAS DE GRANULOSA BOVINA. Berdugo, I. A, Sierra.
R, Diaz J. Olivera Angzl. M. . Grupe de Biotecnologia, BIOGENESIS, Facultad de Medicina.
Universidad de Antioquia. Medellin, Antioquia. Colombia. Fax 94 5106062 AA 1220.

Se ha demostrado que lus celulas de Lo granulosa bovina  producen estradiol. in vitro (1) v se ha
sugendo que esta podra ser una de los mecanismos que explican el efecto benzfico de las
misimas., sobre 2l potencial de los cocitos para su desrrollo hasta el estado de blastocisto. Para la
maduracion de los ovulos se ha usado hormoena toliculo estimulante (FSH). hormona luteinizants
i LH. estraciol (E23 entre otros (2. Lo fientz  de estas hormonas, para el trabajo in vitrogs
vartada | bien de fuente comercial v administrada directamente al medio de cultivo, bien a traves
del suero bovine felul, suere de vaca en celo o mediante cocultivo con células de granulosa, Se ha
demeostrado que lus celulas de la granulosa que interactuan con el complejo cumulus-oocito,
durante la maduracion wn vitre,  le penmite obtener, a astos ultumes,  un maver potencia de
desarrollo (3. Ton el objetivo de introducir el uso dez estas célyfas en nuestre programa dz
fertilizacton in vitro (FIV) se inicio un eshudio  de estandarizacion v caractenzacion de estos
cultivos. Se evaluara el efecto que sobre el desarrollo embnonario pudieran tenar las células de
granulosa. Las formulaciones de los medios de cultivo v los métodos generales de laboratorio s2
reabzaron segun Freshney (1) 1os ovanos fueron transportados al laboratorie en solucidn salina
con anfibicticos v una vez en el laboratorio, las  c2hilas de la granulosa fueron obtenidas per
aspiracion dzl iquide folicular mediante puncion de foliculos de 5 mm de diametro con  jeringa
plastica de 10 ce v aguja calibrz 18, El liquudo folicular obtenide se  dzposito en un tubo de
ensavo comeo v os2 penmitio la sedimentacion de las e2lulas. a 1 gravedad. por media hora.
posteriormente se deshechd el sobrenadante. A continnacion se determiné la viabilidad de las
celulas v se iniciaren cultivos si la viabilind era mayor del 60 %s. Los ecumiulos de células se
colocaren en cajas de cultivo de 25em” . con 5l de Meadio Ham s F 12 ( Ivine Scientific . Santa
Ana . CALj suplementado con 10 %% de suere fatal bovine ( GIBCO). Las clulas fusron
observadas cada 12 horas con @l fin de evaluar su comportamiznto en cultivo, hasta la obtencion
ds monocapas, a las 24 a 48 horas, dependiendo de la concentracion inicial. Se puncionaren 22
ovarios, en diferentes epocas del afio v se obruve ¢élulas con viabtlidad mavor de! of% 2n to
casos voen 2 100% de estos se obtuve la monocapa #sperada. La mortologia de estas células es
redondeada en un principio. pere al adherirse cambian a fibroblasteide. Durante las primeras 2
horas las celulas se adhieran v rapidaments empieza su actividad proliferativa. Una ver ebienida
i monocapa se procede a la remocion con fripsing v se transfiere a nuevas cajus de culivo a una
concentracion de 50000l De esta manera se hicteron hasta 3 pasajes antes de descartarlas. Sz
muzstra un procadimuento sencillo de obtencion de monocapas de colulas de granulosa para su
uso en el programa de fertilizacion  in vitro. Estas celulus al 1gual que los fibroblastos hace

topemhibicion . pevoa diferencia de 2llos pueden crecer en medio sin suplementacion de suero.
Lna convernencia adicional de estas celulas | segun aparses en la lteratura, es que pueden ser

congetadas v deseongeladas de acuerdo con lus necesidusles de use

I.- Rev. Col. Gin. Obste. 1992
2~ Thenogenology 20003 651 - 000 1983,
3 - Thenogenology 25: 150 Abs. 1980

- Freshney, IR Culture of animal cells. 1987
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SOBREVIVENCIA IN-VITRO DE EMBRIONES CONGELADOS POR VITRIFICACION

Jorge Alberto Neira Solano MVZ MS. *
Daniel Tainturier MYV PhD **

La posibilidad de conservar embriones al estado congelado (en nitrogeno liquido), ha sido en gran
parte la clave del éxito del desarrolio de 1a industria de la transferencia de embriones bovinos y de su
exportacion. Hoy en dia existe ia posibilidad dc simplificar fos procesos de congelacion de embriones,
medane Ya congelacion directa en un medio vitrioso o viscoso, que permitiria de una parte, reducir el
tiempo necesario en el procedimicnta de congelacion y por otro lada, reducir los castas de la téemiza de
crigpreservacion.

Ll objetivo del presente trabajo fue estudiar la sobrevivencia  IN-VITROQ dc embriones d2 sicte dias,
en estado de morula compacta, jOvenes blastocitos o blastocilos expandidos, congelados en dos
protocolos  de vitrificacion © A (20% Glycerol + 20% [Lithylen-glycol + 3/8M Sacarosa + 1/8M
Dextrosa), y B (20% DMSO + 20% Ethylen-glycol + 3/8M Sacarosa + 3/8M Dextrosa) ; comparados
con ¢l protocolo usual de congelacion de embriones C; las soluciones de vitrificacion fueron
constituidas a partir de PBS ( de laboratorios IVM Francia) suplementado con 0,4 % de albimina de
suero bovino

Después de descongelados fos embriones, fucron colocados en cultivo IN-VITRQ y abservados cada
doce horas, con el objeto de analizar su viabiidad y grado de desarrollo , ¢l anahisis estadistico
cempleado para ¢l efecto, lue ¢ test de “Chi cuadrado™, con correccian de “Yates” cuanda los eicctivos
caleulados fueron inferiores a §.

De 248 embriones colectados, en diferentes vacas, 104 Jucron calificados como de calidad primera, para
congelar de manera equilibrada de  acuerdo al grado de desarrollo y teniendo encuenta los tres
protocolos descritos . 36 embriones fueron congelados de acuerdo al protocolo A, 35 con ¢l B y 36 con
¢l protocolo clasico.

En la descongelacion en razon de alleraciones importantes en los embriones, fuercn eliminados 7(19%)
del protocolo A, §(22.8%) del B, y 2(6%) del protocolo clasico. Los embriones que sobrevivieron y
tuvicron algun grado de desarrollo despues de 48 horas de cultivo IN-VITRO fucron : 55,1%(16/23)
para el A, &L9%(17/27) paa el By T4%(27/31) para ¢l grupo de congelacion cldsico. La
sobrevivencia IN-VITRO de acuerdo @) namero de embriones inicialmente congelados fueron - 44,4%
protacolo A, 48,5% protacolo 8, v 69.6% para ¢l pratocolo de congelacion clasico.

in conclusion, aungue la congelacion por vitrificacion pesmite la sobrevivencin de embriones despuds
de descongelados, los resultados de esla téenica son 1odavia inferiores a Jos resullados de congelacion
por el métado clasico. Con éste trabajo no sc pudo establecer diferencias significativas  entie los
crioprotectores  Glycerol v DMSO como lo citan algunos autores. Estos resultados  demuestran  la
necesidad  de seguir trabajando en la busqueda del mejor procedimiento para vitrificar embriones. y lo
mas importante, confrontar resultados de sobrevivencia no solo IN-VITRO, sino también IN-VIV(Q .

* Investigador adjunto del Centro de investipacones el Nus - CORPOICA Fax - (9408 32 30 12, AASTT04
Mudellin - Colomba.

** Jefe del serviciode patologia de i reproduceion v ioteenologia Tieole Nationsle Veténnaire de Nintes C1 3013
44087 Nuntes cedex 03 Frunein




