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COMPARACION DE DOS METODOS DE RECOLECCION 
DE OOClTOS DE OVARIOS 

DE BOVINOS MESTIZOS SACRIFICADOS 

Comparisson of two methods of oocytes collection from sacrified bovine crossbred 
ovaries + 
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transported to the laboratory in sterile saline solution held 
RESUMEN at 30-35" C. From the first 100  ovaries, oocytes from 

vesicular follicles of 2-5 rnrn diameter were recovered by 
Doscientos ovarios no seleccionados fueron obtenidos de the aspiration method using a 1 8  gauge needle attached to 
100 Vacas Y novillas mestizas (Cebú x Razas Lecheras) no a 1 0  ml syringe. Oocytes frorn the second 100  ovaries 
gestantes sacrificadas en un matadero local. Los ovarios were obtained frorn a dissection rnethod using a blade 
se transportaron hasta el laboratorio en solución salina scalpel. After recovery the oocytes were classified accor- 
estéril y mantenidos a 30-35' C. De ¡os primeros 100 ding to their curnulus oophorus characteristicsiel. Frorn a 
ovarios, los O O C ~ ~ O S  de foliculos vesiculares de 2-5 rnrn de total of 385  oocytes 40.3%. 48.3% and 10.9% were 
diámetro fueron recuperadps por el método de aspiración considered class A, B and C respectively with an average 
usando una aguja 1 8  G conectada a una jeringa de 10  ml. 013.8 oocytes per ovarie using the aspiration rnethod. With 
Los oocitos de los restantes 100  ovarios fueron obtenidos the dissection rnethod 1.280 oocytes were collected from 
por el método de disección utilizando una hojilla de bisturi. which 59.3%. 33.0% and 7.5% were considered class A.'B 
Después de recuperados los oocitos, se clasificaron de and C respectively. The average oocyte per ovarie was 
acuerdo a las caracteristicas de su curnulus ooforusl~l. De 12.8. These results indicate that a significantly higher 
un total de 385  oocitos. 40.3%, 48.3% y 10.9% fueron number (P<  0.01) of cumulus oocytes were obtained 
considerados clase A, B y C. respectivamente, con una using the dissection rnethod when cornpared with the 
media de 3.8 oocitos uor ovario usando el método de asuiration method in crossbred female bovine. 
aspiración. Con el metodo de disección 1.280 oocitos 
fueron colectados de los cuales 59.3%, 33.0% y 7.5% 
fueron considerados clase A, B y C. respectivamente. La 
media de oocitos por ovario fue de 12.8. Estos resultados 
tndican que en hembras bovinas rnestizas'un numero 
significativamente alto (P < 0.01) del complejo cumulus- 
oocitos fueron obtenidos usando el método de disección 
cuando este se comparó con el método de aspiración. 

Palabras claves: Oocitos, recolección. métodos, bovinos 
mestizos. 

ABSTRACT 
Two hundred non selected ovaries were collected from 
'00 open cbws heifers crossbred (Zebu x Dairy breds) 
siaughtered at a local abattoir. The ovaries were 
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Los oocitos primarios son actualmente utilizados 
como sustrato ooplásrnico en los programas de investiga- 
ción sobre fertilización in-vitro de óvulos y producción de 
c l o n e s ~ ~ ~ 7 ~ .  Los ovarios de bovinos sacrificados comercial- 
mente son la principal fuente de oocitos. dada su 
abundante disponibilidad, fácil obtención y bajo 

Actualmente, los métodos propuestos para la obten- 
ción de oocitos. consisten en la aspiración de foliculos 
ves icu lares~~~2~;  el aislamiento y posterior ruptura de los 
fo l icu los l~~;  y el seccionamiento y lavado de los ova- 
rios[31ol. Investigaciones recientes han demostradoque la 
tasa de recuperación, como la calidad de los oocitos esta 
influenciada oor los métodos de recolección emolea- 
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Comparacion dos métodos recoleccion occitos de ovarios bovinos mestizos / Gonzalez. R. y col. 

El  objetivo de este trabajo fue comparar los métodos trado remanente de cada filtracion fue vertido en placas 
de aspiración de foliculos y el de seccionamiento ovarico de Petri de 100 x 100  mm Los oocitos de cada 
en la obiención de oocitos de ovarios de  bovinos mestizos experimento fueron identificados mediante un microsco 
sacrificados. pio estereoscopico 40X y posteriormente clasificados 

segun criterios establecidos por Shioya y col.@i, en 
oocitos A (con cumulus denso y compacto), oocitos B 
(parcialmente desnudos. con un estrato delgado de 

MATERIALES , . Y METODOS células o un pequeño remanente de células del cumu~us) y 
oocitos C (desnudos o desprovistos del cuniulus ooforus). 

Un total de 200 ovarios no seleccionados fueron 
obtenidos de 100  vacas y novillas mestizas (Cebú x razas 
lecheras) no gestantes sacrificadas en el matadero 
industrial FRICAPECA de la ciudad de Machiques del RESULTADO~YD~SCUS~ON 
Estado Zulia. Los ovarios fueron transportados en solu- 
cion salina (8.5 g/L) a una temperatura de 30-35" C hasta 
los laboratorios de la empresa VIATECA a 25 Km del 
matadero de FRICAPECA. Alrededor de 2-3 horas des- 
pues de la recoleccion, los ovarios fueron lavados tres 
veces sucesivamente con la solucion salina. 

En el primer experimento 100  ovarios fueron emplea- 
dos para ensayar la técnica de puncion y aspiración de los 
fol iculos~~i.  Foiiculos vesiculares de 2-5 mm de diametro 
fueron punzados Y aspirados empleando una ieringa 
desechable de 1 0  ml. conteniendo 1 ml de solucion salina 
y aguja 18G. Volúmenes de  5 ml de liquido folicular fueron 
depositados en tubos de ensayo de 1 0  ml. Después de un 
reposo de 1 0  minutos se aspiro cuidadosamente con una 
pipeta pasteur el sedimento de cada tubo, siendo éste 
depositadoen placas de Petri de 100  x 100 mmlli 

En el segundo experimento. 100  ovarios fueron 
empleados para evaluar la técnica de seccionamiento de 
los ovarios en la recoleccion de o o c i t ~ s ~ ~ ' ~ ~ .  Los ovarios. 
después de fijados con una pinza hemostatica curva, 
fueron superficialmente seccionados longitudinal y trans- 
versalmente con una hoia de bisturi. Para la recuperación 
de los oocitos. los ovarios fueron lavados por inmersion en 
solución salina fisiológica conteniendo 0.5 mglml de 
alcohol polivinilico. El liquido resultante fue pasado a 
través de una unidad de filtracion EmCon (EmCon embryo 
filter Inc.), con el objeto de lavar y separar en forma 
Simultánea los complejos oocilos-cumulus. El  concen- 

De 100 ovarios en los cuales se aplico la técnica de 
aspiración, se obtuvieron 385 oocitos para un promedio 
de 3.8 oocitos por ovario con una calidad de 156 (40.3%). 
1 86 (48.3%) y 42 (1 0.9%) clase A. B y C. respectivamente. 
En  el segundo experimento, donde se empleo la técnica de 
seccionamiento. de 100  ovarios procesados fueron colec- 
tados 1 ,280 oocitos. para un promedio de 12.8 oocitos por 
ovarios. Según la evaluacion morfologica de los oocitos, 
724 (59.3%). 403 (33.0%) y 92  (7.5%) fueron clase A. B y 
C. respectivamente, ver TABLA. Al comparar ambas 
técnicas', sobre la tasa de recoleccion de oocitos. se 
demostro que el método de seccionamiento resulto mas 
efectivo al lograr una diferencia considerable (P < 0.01 ) 
de 8.3 oocitos más por cada ovario respecto a la técnica 
de aspiracion folicular. Recientemente Vergos y col.la1 y 
Lonergan y c01.[~5i. demostraron igualmente una menor 
eficacia del método de aspiracion respecto al método de 
diseccion folicular. 

Considerando los oocitos clase A y B como de mejor 
calidad para el cultivo, el rendimiento de ambas catego- 
r ias fuede88.6% y 92.3% (P > 0.05) oocitos recolectados 
por los métodos de aspiracion y seccionamiento respecti- 
vamente. 

Los resultados de esta investigacion demostraron una 
vez mas. la superioridad del método de seccionamiento 
respecio al de aspiracic i  al lograr un promedio de 12.8 y 

TABLA 

TASA DE RECOLECCION DE OOClTOS SEGUN METODO EMPLEADO 

Método de No de Ovarios CLASlFlCAClON DE OOClTOS RECOLECTAGOS Oocitos/Ovario 
Recoleccion 

Total A B C 

Aspiración 1 O0 385 156  186 42 3 .aa  
(48.3%) (48.3%) (1 0.9%) 

Seccionamiento 1 O0 1.280 724 403 92  1 2 B b  
(59.3%) (33.0%) (7.5%) 

Las 
a. b 

cifras entre parentesis representan 
( P  < 0.01) 

Porcentaies 
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3.8 ooc i tos  por  ovario po r  cada  procedimiento. Este hecho 

representa u n  importante benef ic io en  la p roducc ión  d e  
ooci tos dest inados a los programas comercia les y d e  

investigacion sobre maduracion (MIV). fert i l izacion (FIV) y 
cul t ivo (CIV) in vi tro de  ooci tos bovinos. 

Estudios futuros or ientados a evaluar e l  potencia l  d e  
MIV/FIV/CIV de  ooci tos según e l  metodo d e  recoleccion 
ernpleadoestar ian justificados. Whi tesel l  y col . i l@l  reporta- 
ron una  mayor tasa de  desarro l lo  de  embr iones productos 
de  MIVIFIV de  ooci tos obtenidos por  aspi rac ion respecto 
a l  m e t o d o  d e  seccionamiento. Convencionalmente. so lo  
fol iculos de  2-6 m m  de  diámetro son  seleccionados para 
obtener ooci tos po r  aspi rac ion d i recta d e  los mismos. E l  
empleo de l  método de  seccionamiento ovarico. involucra 
una mayor proporc ion de  ia poblac ion de  fol iculos 
vesiculares presentes. Esta s i tuacion condic iona.  por  l o  
ranto, que  la cant idad como el  potencia l  de  MIVIFIVICIV 
de  ooci tos deberia ser d i ferente entre ambos metodos de  
recoleccion.  Lonergan y col:-' lograron una tasa signif ica- 
I ivamente super ior  de  ooci tos con  cumulus  denso y de  
embr iones desarro l lados po r  MIV/FIV/CIV de  ooci tos 
provenientes de  fo l icu los mayores de  6 m m  de  d iametro 
comparados con  aquel los fo l icu los de  2-6 mm Estos 
autores demostraron c laramente una re lac ion entre e l  
Iamario del  fo l icu lo y la  cai idad de  occi ios.  habien- 
dose especuledo sobre una  posible inf iuencia de  factores 
de  crecimiento e n  los foí icuios de  mayor tarnatio. 

Mas  conocimientos son  necesar ios lograr para identi- 
f icar  l os  d i ferentes factores relacionados con  la produc-  
c ion  y cal idad d e  los ooci tos destinados a los programas 
de  MIVIFIVICIV. 
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