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RESUMEN

El estrés caldrico (EC) es un fendmeno afecta mucho la produccion y en especial la
reproduccion en los hatos lecheros de la comarca lagunera, ya que hay una
disminucion en la calidad y cantidad, de ovocitos y embriones producidos por
programas de fertilizacion in vitro. Se usoé el indice de temperatura y humedad (ITH)
para estimar el EC en el ganado. Cuando hay un ITH alto >72 en el que la vaca no
estad en su confort térmico, es ahi donde empieza el EC. En este estudio se
evaluaron todos los meses del afio 2017 el cual tuvimos como resultado que en los
meses de mayo a agosto hubo un ITH alto promedio de 80.8 a 83.5 el cual se
empiezan a desencadenar procesos fisioldgicos, el cual los establos lecheros tienen
como consecuencia bajas tasas de fertilidad por la mala calidad y cantidad de los
ovocito y embriones.

Se concluye que el nivel de ITH alto afecta deletéreo la produccion de ovocitos
viables y de embriones obtenidos por OPU y producidos in vitro respectivamente.
Se deben hacer estudios encaminado a evaluar los posibles dafios a nivel celular y

molecular.

Palabras clave: Estrés calorico, indice de temperatura y humedad (ITH),
Ovocitos, Embriones, Vacas Holstein.
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1. INTRODUCCION

Estudios revelan la importancia que tienen las condiciones ambientales,
como temperatura y humedad, que se relacionan al confort de las vacas lecheras,
especialmente, en los cambios en la produccion y reproduccién cuando esas
condiciones no son favorables. Existe una alternativa para determinar si se
presentan condiciones adversas es el indice de Temperatura Humedad (ITH)
asociado directamente al estrés caldrico (EC) de las vacas. Hay un rango general
gue cuando el indice se halla entre 72 y 78 se puede considerar “alerta”, si esta
entre 78 y 83 “peligro” y si supera 83 “emergencia” (LOpez et al., 2016; Armbstrong,
1994; Noaa, 1976).

Estando en el rango de 83 se debe tratar este problema, afecta directamente
a la reproduccion, especialmente a los embriones de dos células que son mas
susceptibles en comparacion de embriones en la etapa de moérula. A pesar de la
etapa del desarrollo en que los embriones son susceptibles al EC, el resultado final
siempre sera un aumento de la muerte embrionaria (Putney et al., 1988). Los
embriones en los primeros dias de vida son mas susceptibles al EC y disminuye
conforme los embriones avanzan en su desarrollo (Polsky, 2017; Edwards y
Hansen, 1997).

El desarrollo embrionario en condiciones in vivo, se ve afectado por el EC
durante los dias 1 al 7 después del estro. En condiciones in vitro, se sometieron
embriones a temperaturas de 41 °C que equivalen a temperaturas rectal de las
vacas por EC, con esto hay una baja proporcion de embriones que llegan a la etapa
de blastocisto (Hansen et al., 2001).

Por otro lado, el EC puede afectar el reconocimiento materno de la gestacion.
Las altas temperaturas afectan la habilidad de los embriones para produccién de
cantidades suficientes de interferén-t (IFN-t) u otras secreciones celulares, que son
necesarios para el reconocimiento materno de la gestacion (Molina 2017; Putney et
al., 1988).

Es de suma importancia que los productores lecheros tengan conocimiento
sobre EC ya que es causante de pérdidas econdmicas a nivel mundial, ademas de
ser un factor importante en el confort de las vacas lecheras lactantes ya que

contribuye a la baja fertilidad (Polsky, 2017; De Rensis y Scaramuzzi, 2003;



Cavestany et al., 1985), la calidad de los ovocitos (Roth et al.,, 2001) y el aborto
(Silanikove, 2000), afectando alrededor del 60% de la poblacion de ganado
(Cavestany et al., 1985).

Las altas temperaturas y la humedad relativa del medio ambiente, son
comunes en la época de verano en la mayor parte de las cuencas lecheras de
México, con frecuencia se rompe la homeostasis de los animales para la disipacion
de calor, provocando condiciones de EC que afectan su fisiologia, que se ven
reflejados en la disminucién del consumo voluntario de alimentos, la baja produccién
lactea (Ramos, 2008; West et al., 2003; Brash et al., 2001;), y de la baja eficiencia
reproductiva (Ramos, 2008; Hansen et al.,2000; Wolfenson et al., 2000).

En todo el territorio nacional hay regiones en donde es mas prolongado el
efecto negativo del EC en la fertilidad, como es el caso de las cuencas lecheras de
la Comarca Lagunera, Aguascalientes, Chihuahua y Mexicali, en las cuales se ha
visto una reduccion del porcentaje de concepcion en los meses calidos (mayo a
septiembre) cuando el [TH es alto (Aréchiga, 2000).

Sin embargo, existen pocos estudios sobre la produccion de embriones in
vitro donde el sistema de manejo indique que el ITH afecta en la produccion
ovocitaria y embrionaria. En otras regiones del pais mas céntricas como Querétaro,
San Luis Potosi 0 Guanajuato, todavia no se observa una clara reduccion de la
fertilidad debida al EC (Aréchiga, 2000).

Por consiguiente, el presente estudio pretende evaluar el efecto del ITH en la

produccion de ovocitos y embriones in vitro en ganado Holstein Friesian.



1.1 HIPOTESIS
El aumento del ITH disminuira la calidad ovocitaria y la eficiencia en la

produccion de embriones in vitro.

1.2 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la calidad ovocitaria y la eficiencia de la produccion de embriones in

vitro en vacas Holstein Friesian.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1- Determinar la cantidad y calidad de ovocitos producidos en vacas

Holstein en diferentes ITH.
2- Determinar la cantidad y calidad de embriones producidos in vitro en

vacas Holstein en diferentes [TH.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 indice de temperatura y humedad

Algunos de los factores climaticos que conforman el medio ambiente, como
la temperatura y la humedad relativa son unos de los que posiblemente pueden
limitar o condicionar una serie de procesos bioldgicos, el animal se ve obligado a
recurrir a determinados mecanismos fisiologicos de regulacion térmica, esto se vera
repercutido en su nivel productivo y reproductivo (Dikmen y Hansen, 2009; Valle,
1984).

Hay una alternativa para determinar si existe EC en vacas, es el [TH, estos
estan asociados directamente (Lépez et al., 2016; Noaa, 1976). El ITH se divide en
categorias que indican el nivel de EC, varian entre los investigadores y las
condiciones. Para LOpez et al., 2016 y Noaa, 1976, indican que los valores criticos
minimo, promedio y maximo para el ganado bovino Holstein son de 64, 72 y 76,
respectivamente.

Armstrong (1994) considera que el ITH <71 como zona de confort
(asumiendo que el ITH no cae por debajo de las condiciones termoneutrales de las
vacas lecheras, lo que induce estrés por frio), 72 a 79 como estrés por calor leve,
80 a 90 como estrés por calor moderado, y > 90 como severo estrés por calor.
Comparado con De Rensis et al., (2015) definieron que el ITH < 68 estan fuera de
la zona de peligro del estrés para las vacas. Se observan signos leves de estrés por
calor en el [TH de 68 a 74, y un ITH =75 causara disminuciones drasticas en el
rendimiento de la produccién y reproduccion.

Dentro de las razas de ganado bovino lechero, una de las mas susceptibles
al EC es la Holstein (Espinoza et al., 2009). El ganado Bos indicus adquirié genes
que le confirieron termo-tolerancia en algin momento durante la separacion
evolutiva del Bos taurus, haciéndolo mas adaptable a los climas calientes (Hansen,
2004).

2.2 Efectos del estrés calorico sobre la dinamica folicular

El EC es posible que actué directamente sobre el ovocito y la funcion folicular,
comprometiendo la calidad del mismo y promoviendo alteraciones de la dinamica
folicular, afectando directamente la fertilidad en vacas lactantes; en estudios se ha

demostrado que la fertiidad puede variar segun la estacion del afio que se



encuentre, por ejemplo en invierno disminuye cerca del 50%; en verano 20% y en
el otofio es mas baja que en el invierno. Sin embargo, se ha podido observar que
en la época de verano el 80% de los estros pueden ser indetectables (Castafio et
al., 2014; Ambrose et al., 1999; Gilad et al., 1993; Ryan etal., 1992).

Se ha indicado que cuando las temperaturas rectales de los animales
aumentan de 38.5 a 40°C en 72 horas después del servicio o la inseminacion, las
tasas de prefiez pueden disminuir hasta en el 50% (Pereira et al., 2013).

El EC afecta el eje hipotalamo-hipdfisis, en la pulsatiidad de las
gonadotropinas, lo cual a su vez incide de manera negativa sobre la expresiéon de
signos que hagan evidente el celo al ocasionar alteraciones sobre el crecimiento
folicular y conduciendo a la inhibicion del desarrollo embrionario (Chebel et al.,
2004).

El anterior autor también menciona que en vacas de la raza Holstein
expuestas al EC, con temperaturas superiores a los 29°C durante 20-50 dias antes
de la inseminacion artificial, se observaron tasas de gestacion menores que en
vacas que no fueron expuestas a esa condicion ambiental.

2.3 Indice de temperatura y humedad, en su efecto en la calidad
ovocitariay embrionaria

El ITH y las vacas tienen una asociacion directamente con EC, por
consiguiente hay un efecto negativo sobra la reproduccion, actia principalmente
sobre los embriones de dos células ya que estos son mas susceptibles que los
embriones en la etapa de morula. La etapa temprana del desarrollo del embrion es
mas susceptible al EC, el resultado final siempre sera el aumento de la muerte
embrionaria (Putney et al., 1988). La wulnerabilidad de los embriones al EC
disminuye conforme avanzan en su desarrollo (Edwards y Hansen, 1997).

La supervivencia del ovocito y del espermatozoide se ve afectada
directamente por el aumento del ITH. Cuando hay un aumento en la temperatura
corporal de las hembras, el embrién es posible que pueda perder su viabilidad y
reabsorberse. Este es el motivo por el cual las tasas de concepcion caen en los
meses de verano hasta en un 20 y 30 % (De Rensis y Scaramuzzi, 2003).

El ganado con predominancia fenotipica B. indicus presenta mejores tasas

de maduracion y fecundacion in vitro en comparacion del ganado



predominantemente B. taurus, esto es debido a que sus ovocitos son mas
competentes con genes termotolerantes, capaces de resistir las condiciones
ambientales del trpico (Baez, 2010).

Sartori (2002), menciona que aun no se sabe el problema de la fisiologia por
el cual el EC puede afectar los foliculos y los ovocitos, pero se ha descrito que puede
producir un dafio en la comunicacion entre las células de la granulosa y del cimulo
lo cual afecta la competencia del ovocito para ser fertilizado y altera el contenido
proteinico, la viabilidad de las células de la granulosa y de la teca interna,
produciendo cambios en la esteroidogénesis.

2.4 Factores que afectan los embriones in vitro

En estudios han descrito que en el ganado bovino el desarrollo embrionario
temprano es altamente sensible a altas temperaturas, entre los primeros tres a once
dias después del servicio o inseminacion artificial; adquieren mas tolerancia a altas
temperaturas a medida que el periodo de gestacion avanza. Sin embargo, se sabe
que los embriones obtenidos mediante fecundacion in vitro (FIV), son mas
susceptibles al EC que los obtenidos en condiciones naturales. La mayor pérdida
de embriones de bovinos obtenidos de FIV, ocurren antes de los 42 dias, cuando
las hembras estan sometidos a EC (Ambrose et al., 1999; Ealy et al., 1994).

Sartori et al., (2002), menciona que en estudios in vivo e in vitro se ha
observado que el EC compromete la competencia del ovocito para ser fertilizado y
el desarrollo del embrion hasta el estadio de blastocito.

Por lo cual se ha descrito que la susceptibilidad del embrién al EC se da en
los primeros tres dias de edad y que los embriones desarrollados in vitro son mas
resistentes a este efecto cuando presentan un desarrollo de 4 a 8 células (Hansen,
2007).

2.5 Métodos parala obtencidén ovocitos

Existen diferentes métodos mediante los cuales se puede obtener ovocitos
tanto de animales vivos como de ovarios de vacas sacrificadas para el proceso de
produccién in vitro de embriones bovinos (Lorenzo, 1992).

2.5.1 Obtencion de ovocitos in vivo

Los ovocitos se obtienen de animales vivos, ya sean hembras jovenes, vacas

en produccion o de desecho. Una de las ventajas de este proceso es que permite



acortar el intervalo generacional de animales genéticamente superiores,
produciendo un nimero elevado al afio de embriones viables y terneros por cada
donadora, incrementando ademas la eficiencia productiva de los hatos lecheros
(Galli, 2001).

2.5.1.1 Aspiracion folicular (OPU)

Este es un método que consiste en la aspiracién de los foliculos que se
encuentran en la superficie del ovario y que tienen un didmetro mayor a 2 mm
(Gardon, 1999), Sin embargo se ha indicado que se deben aspirar los foliculos que
se encuentran entre 3y 6 mm de diametro (Herradon et al., 2007).

El método de aspiracion se realiza con una aguja con un calibre entre 18 y
21 G que se encuentre conectada a una jeringa de 10 ml. Es importante tener en
cuenta el calibre de la aguja empleada, esto tiene mucha importancia para preservar
la integridad de los ovocitos (Bols et al., 1996).

Para este proceso se debe de cargar 1-2 ml de buffer fosfato salino (conocido
también por sus siglas en inglés, PBS, de phosphate buffered saline) en la jeringa
conectada a la aguja, en seguida se procede a succionar los foliculos de la
superficie ovarica que se encuentren entre los diametros recomendados (Pelaez,
2011).

En la realizacion de esta técnica se debe ingresar por el estroma del ovario
adyacente al foliculo, este no se punciona directamente para que se evite
comprometer la integridad del mismo. Cuando es obtenido el liquido folicular, se
coloca en un tubo de precipitacion dejandolo decantar por 10 a 20 minutos, para
posteriormente eliminar el sobrenadante y aspirar, coloca el pellet en una caja petri
con PBS, con el fin de hacer la busqueda y seleccion de los ovocitos aptos para
continuar con la fase de maduracion, bajo una lupa estereoscoépica (Pelaez, 2011;
Gardon, 1999).

2.5.1.2 Recoleccion de ovocitos por medio de laparoscopia
Con estatécnica ha habido avances en el diagnésticoy manejo de la fertilidad

para incrementar la produccion animal. Se ha utilizado para agilizar el desarrollo de
la transferencia en aquellas especies o grupos de edades en donde es bastante
complicado realizar la recuperacion de ovocitos y/o transferencia de embriones.

Algunas de las ventajas que proporciona la laparoscopia es que se encuentra el



bajo costo del equipo, tiene la facilidad de dar una imagen clara y un mejor control
de problemas de recuperacion pos quirargico del ovario (Tervit, 1996).

Sin embargo, esta técnica también tiene desventajas, el cual no tiene
visualizacion del cohorte de foliculos que estan en crecimiento debajo de la
superficie ovarica, la falta de conocimiento de los efectos a largo plazo de
recolecciones repetidas que pueden llegar a formar cicatrices y adherencias en el
sitio de operaciones, tiende a ser una técnica altamente invasiva, por lo cual no es
aceptada desde el punto de vista del individuo para un bienestar animal (Tervit,
1996).

2.5.2 Obtencién de ovocitos post mortem

Esta técnica es la forma mas sencilla y econémica para la obtencién de
ovocitos es a través de ovarios de vacas sacrificadas en rastros o mataderos, se
seleccionan los ovarios y de los cuales se aspiran los foliculos con un diametro que
oscile entre 3 y 6 mm.

Sin embargo va a depender del momento del ciclo ovarico en que se
encontraban, aproximadamente de cadavaca es posible que se lleguen arecolectar
entre 8y 15 ovocitos, del total de recolectados entre un 50 y 60% pueden tener la
calidad suficiente para madurar, ser fecundados, clivar y avanzar al estadio de
blastocito (Pelaez, 2011).

2.5.2.1 Seccionamiento de ovario

A esta técnica también es muy reconocida con el nombre en inglés “slicing”,
que basicamente consiste en hacer varios cortes longitudinales y transversales en
la superficie ovarica, con el fin de seccionar los foliculos localizados en la corteza
ovarica y obtener los complejos cumulos ovocitos (COCs) que son recogidos en un
vaso precipitado luego lavar el ovario (Sierra, 2015).

2.6 Importancia de la calidad ovocitaria en la produccion de embriones

La etapa para tener el mayor éxito en la fertilizacion in vitro es la seleccion
cuidadosa de los ovocitos de buena calidad para poder garantizar un Optimo
desarrollo, los aspectos que generalmente se evallan son: estado nuclear,
caracteristicas citoplasmaticas, aspectos de la corona radiada y la expansién o

distribucion de las células del cumulus, es posible que la calidad ovocitaria puede



verse afectada por el EC, siendo menor la obtencion de embriones in vitro (Chen,
2001; De Loos et al., 1989).

Es importante el didmetro de los ovocitos, ya que este condiciona su
capacidad para madurar, de tal forma, que los ovocitos bovinos con un diametro
menor a 110 um se encuentran todavia en fase de crecimiento, por lo cual todavia
no han adquirido aun la capacidad para completar la meiosis | (Hyttel etal., 1997).

2.7 Evaluacién de la calidad del ovocito.

Clasificaciéon morfolégica de acuerdo a Zarate (2006), menciona que en la
etapa de seleccion y clasificacion de ovocitos de buena calidad, puede ser la
diferencia entre el éxito o el fracaso de la produccién de embriones in vitro; sin
embargo, Sierra (2015), recomienda que para la seleccion de ovocitos deben ser
del tipo 1 y 2 que serian los adecuados para someterse a la maduracion. Estos
mismos autores clasifican los ovocitos conforme a las caracteristicas de las células

de cumulo y del citoplasma.



Cuadro 1. Clasificacion morfolégica de los ovocitos.
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TIPO/
CATEGORIA

CARACTERISTICAS

IMAGEN

Dentro de este grupo se encuentran
los ovocitos con varias capas de células del
cumulo en un nimero mayor a 4 capas y
compacta, citoplasma transparente vy

homogéneo.

Ovocitos con 1-3 capas de células
del cumulo, citoplasma homogéneo con

algunas zonas oscuras.

Ovocitos total o parcialmente
denudados con un citoplasma irregular con

Z0hasS oSscuras.

Los ovocitos poseen un cumulo con
las células expandidas y citoplasma

irregular con zonas oscuras.

De acuerdo a Gonzales (2013) los ovocitos de clasificacion 1y 2 que llegan

a ser fertilizados mediante FIV y consiguen dividirse en un alto porcentaje (80% los

1y 77 % los 2), siendo los Unicos ovocitos que llegan a blastocitos (40% de los 1y

20% de los 2). En cuanto a los tipos 3 y 4 consiguen dividirse en un porcentaje

menor (40% los 3y 34% los 4), no pudiendo alcanzar su desarrollo hasta blastocito.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del area de estudio

El estudio de campo se realizd en establos lecheros comerciales localizados
en la Comarca Lagunera, a una Latitud 24° 22’ Norte y 102° 22’ Oeste de longitud,
con 1,120 metros sobre nivel del mar. Con condiciones climaticas: region semidrida,
seca precipitacion pluvial anual 250 mm. La Temperatura media anual de 25 °C, con
maximas de 45y minimas de -5 °C, humedad relativa del 20-25 %.

El estudio se llevd a cabo en todo un afio, que corresponde de enero a

diciembre del afio 2017.

Esdtados Unidos de & merioa

27N A RTA,
L= MERL

Euadalajara

o e ol
Figura 1. Localizacion del area de estudio, La Comarca Lagunera, México.

3.2 Elindice de temperatura y humedad (ITH)

El ITH de cada uno de los meses de produccion de los embriones se analizé
mediante la siguiente formula (Mader et al., 2006)

THI = 0.8 x temperatura + RH/100 x (temperatura - 14.4) + 46.4

Donde RH= Humedad Relativa (%0)
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Figura 2. ITH para estimar el EC en vacas lecheras. Deg = Grados (Armstrong,

1994).

3.3 Animales experimentales

Todas las vacas donadoras de los ovocitos en el experimento se
monitorearon desde el parto y solo fueron seleccionados los animales libres de
enfermedades infectocontagiosas y que no tuvieron trastornos reproductivos de
acuerdo al examen ginecoldgico, segun registros de salud veterinaria, cumpliendo

con las buenas practicas de control de salud. Los registros o animales que
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presentaron reporte de alguna enfermedad, trastorno reproductivo, metabdlico,
podal u otro proceso inflamatorio no se incluyeron en el estudio. Ademas, al
momento del experimento las vacas tuvieron en la misma etapa de lactancia, el
mismo nivel de produccion.

Para evaluar su competencia en un programa de produccion in vitro de
embriones como parte de esta investigacion. Los registros y animales incluidos en
esta investigacion tuvieron el mismo nivel de produccién (10,000 Kg por lactancia
de 305 dias o 32 litros promedio por dia fueron vacas altas productoras).

Se eligieron como donadoras de ovocitos 8626 vacas Holstein Friesian, en
Optimas condiciones de salud y reproductivas para un programa de produccion in
vitro de embriones, se buscara la homogeneidad de todas estas con las mismas
condiciones, parametros reproductivos y alimentacion ya mencionada. Los ovocitos
se recolectaron por el método de aspiracion folicular transvaginal “Ovum Pick UP”
(OPU).

Durante el desarrollo del experimento se realizo 1 repeticion de aspiracionde
ovocitos de los ovarios de las vacas.

Una vez colectados los ovocitos se trasladaron en un medio de transporte a
base de solucion salina al 0.5 % con antibiético, al laboratorio particular de la
empresa empresa ABS México S.A de C.V.

En cuanto al proceso de laboratorio, se realizd en el laboratorio ya antes
mencionado para el programa de produccion in vitro de embriones.

Los rebafios en su totalidad se manejaron de manera rutinariamente en dos
ordefias y reproductivamente a base de programas de sincronizacion de celos,
deteccion de estos, inseminacion artificial y diagnostico de gestacion temprana por
ultrasonido hecho por un solo personal capacitado para las labores
correspondientes.

Se llevan registros productivos y reproductivos almacenados en sofftware
especializados, el cual fue el Dairycom®.

3.4 Sistema de manejo

Los animales estuvieron bajo el mismo sistema de manejo intensivo, no
tuvieron diferencias en cuanto a manejo, clima, genética y alimentacién. Las vacas

estuvieron alojadas en corrales con sombras cubriendo un area de 10 m? por vaca
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y los comederos con sombra al 100 % manteniendo siempre los echaderos secos y
confortables. Al momento de la aspiracion folicular las vacas fueron alojadas a un

corral de 10 m. de largo por 5 m. de ancho con cama de cemento para facilitar su

manejo.

Figura 3. Vacas donadoras ovocitos.

3.5 Alimentacién

Todas las vacas fueron alimentadas mediante forraje (50%) y concentrado
(50%) con suplementos minerales y vitaminicos que estan incluidos en la racién
totalmente mezclada (RMT) de acuerdo a las especificaciones del National
Research Council (NRC, por sus siglas en inglés) para vacas lecheras con el nivel
de produccion de acuerdo a su etapa de lactancia, el agua limpia a libre acceso. Los
ingredientes de la dieta ofrecida a los animales en el periodo de lactancia fueron en
base a forrajes como la alfalfa, silo de sorgo, silo de maiz y avena, asi como de

concentrados como maiz rolado, semilla de algodon y canola.
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Figura 4. Racion totalmente mezclada (RMT) de establo lechero en condiciones

intensivas.

3.6 Materiales a utilizar
Ultrasonido con sonda guiada, microscépio, espermiocue, porta y cubre
objetos, esteroscopio, micro pipeteador, centrifuga, campana de flujo, estufa con

COz2, micropipetas, puntillas, bortex, platina térmica.
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Figura 1. Corral de aspiracion folicular.

3.6.1 Equipo de aspiracion folicular

El equipo de ultrasonografia utilizado para la aspiracion folicular in vivo fue
un ecografo CHISON, Digital Ultrasound System, Model: 8300 VET. 5.0 MHz
sectorial conectado a un transductor vaginal de 7.5 MHz acoplado a una guia de
aspiracion folicular con canula de 20 G x 27, la cual esta unida mediante un sistema
de aspiracion folicular equipado con tubo cénico de 50 ml. para la recoleccién a una
bomba de vacio (Pionner Pro Pump, Pioneer Pro Pump Single — 115y, Single Foot
Pedal, PS 653, Canada).

3.6.2 Proceso de aspiracion folicular

La aspiracion folicular fue realizada in vivo empleando el método de
aspiracion folicular transvaginal (OPU). Para este propdsito, las hembras fueron
sedadas con Xilacina (Prosin, Pisa Agropecuaria, S.A. de C.V. México) al 2% (0.3
mlivaca IM) y se les aplicé anestesia epidural baja con Lidocaina (Pisacaina, Pisa
Agropecuaria, S.A. de C.V. México) al 2 % (3 mlivaca), para prevenir contracciones

rectales y facilitar la manipulacion de los ovarios. El sitio de las inyecciones fue
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desinfectado previamente con alcohol al 70% y sélo fue utilizada aguja y jeringa
nueva Yy estéril por animal. El recto de los animales fue vaciado manualmente y se
higieniz6 todo el tren posterior con un lavado con abundante agua y yodo, ademas
en los genitales externos y la cola del animal se aplicé alcohol al 70% como medida
de desinfeccion.

Se introdujo el transductor por via vaginal, cubierto con un protector con gel
para ultrasonografia. Los ovarios se manipularon rectalmente de forma tal que se
colocaron estos contra el transductor y se visualizaron los foliculos en la pantalla
del ecégrafo. Con la aguja se atraveso la pared vaginal, puncionando de esta forma
con presion de vacio de 50 a 65 mm Hg los foliculos de entre 3 y 10 mm de diametro
gue se tomo6 como criterio de inclusién para las vacas puncionadas dentro del
experimento. Se recogio el aspirado folicular en tubos de recoleccion, que contenian

medio de aspiracion (PBS + heparina, en relacion 50:1).

Figura 6. Equipo utilizado en aspiracién folicular in vivo.

3.6.3 Proceso de produccién in vitro
El proceso para la producciéon de embriones in vitro se realizd6 bajo los
estandares de un laboratorio acreditado. Se siguieron los protocolos, se utilizé el

equipo y material del mismo laboratorio.
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Una vez localizados y clasificados los COC’s se pusieron en placas de petri
redonda 35 mm y se trasladaron al medio de maduracion (50 COC’s
aproximadamente/ pozo con 500 microlitros de medio de maduracion). Se cerré la
placa de maduracion y se equilibré en una atmésfera con 5% de CO2, 5% de O2 y
con 100% de humedad relativa, a una temperatura de 39°C por 24 h. Todo este
proceso fue en una incubadora marca Thermo®

Las placas y medios de fertilizacion se prepararon antes de iniciar la
capacitacion del semen. Las placas se prepararon de la misma manera que las
placas para maduracion, se equilibraron durante 3 h, antes de transferir los ovocitos
al medio de fertilizacion y se utilizaron pipetas de transferencia estéril.

3.6.3.1 Separacion espermatica

Una vez que los ovocitos fueron madurados durante 24 h, se procedio a
realizar la capacitacion del semen. Para ello se utilizd semen congelado de un
mismo lote de un mismo toro de fertiidad comprobada, para eliminar las posibles
variaciones que pudieran existir entre toros y lotes. La capacitacion del semen se
realizé por el método de Percoll.

3.6.3.2 Procedimiento de preparacién del Percoll

Se equilibré el Percoll 90%, SP-TL sin BSA y SP-TL con BSA por 1 hora a
temperatura ambiente antes de la fertilizacion, posteriormente, se preparé el
gradiente de Percoll (para un gradiente maximo de 750 pl semen) que equivale al
volumen de 3 pajuelas de 250 ul y se mezcld 1. 5 ml. Percoll 90% con 1.5 ml SP-TL
sin BSA (en partes iguales) en un tubo de 15 ml para hacer el Percoll de 45%.

Se puso 2 ml de Percoll 90% en un tubo de 15 ml luego se le afiadié
lentamente 2 ml. de Percoll de 45% (se forman dos capas visibles). Para fertilizar
todos los COCs, se utilizaron 2 dosis de semen de 0.25 ml con una concentracion
total de 2.5 millones de espermatozoides por dosis.

3.6.3.3 Conteo espermaético

Para determinar la concentracién espermatica de la muestra, se utiliz6 el
hemocitémetro, realizdndose el siguiente procedimiento: se prepard una dilucién

1:100 del semen, para lo cual se mezcla 5 yL del semen preparado y 495 uL de
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agua destilada en un tubo de microcentrifuga de 1 ml colocAndose exactamente 10
ML de esta mezcla en cada placa del hematécitometro para realizar el conteo.

Se agreg6 aproximadamente 1 millbn de espermatozoides por ml. de medio
a las placas de fertilizacion durante el primer minuto posterior a su capacitacion
(para prevenir los cambios en el pH del medio que fue de 7.4) y se llevaron a la
incubadora a 39° C, la cual se equilibré con 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2,
en un 100% de humedad relativa, cultivindose durante un periodo de 20 h.

3.6.3.4 Fertilizacion de ovocitos

Después de la fertilizacion los ovocitos o presuntos zigotos fueron removidos
de las gotas de fertilizacion y desnudados por el método de vortex. Para este
momento los ovocitos tenian aproximadamente 18 a 20 h en las placas de
fertilizacion. Para transferir los ovocitos fertilizados, se extrajeron de las placas de
fertilizacion y se les hizo un lavado, se evaluaron y se cambiaron los ovocitos
fertilizados a las placas de cultivo, se volvieron a colocar en la incubadora a 39°C,
con 5% de COz2, 5% de O? y 90% de N2, en un 100% de humedad relativa hasta
completar 7 dias.

Todas las gotas con los embriones fueron cubiertas con aceite mineral y
cultivados por 8 dias en atmosfera descrita anteriormente por pasos. El porcentaje
de ovocitos que clivaron de 2 a 4 células fueron evaluados 42- 44 h posterior a la
fertilizacion y el porcentaje de produccion de blastocistos fue evaluado a los 8 dias
posteriores a la fertilizacién, mientras que la viabilidad de los embriones fue
clasificada bajo observacion estereoscopica y fueron clasificados como aptos o no
aptos para la criopreservacion.

3.7 Variables a analizar

- Cantidad y calidad de ovocitos

- Cantidad y calidad de embriones producidos

4. ANALISIS ESTADISTICO

Se desarrollé el experimento con un disefio completamente al azar con el fin
de determinar la calidad y cantidad de ovocitos viables y embriones.

Los datos se analizaron por un analisis de varianza (ANOVA) mediante
pruebas de post hoc (P<0.05), utilizando el paquete estadistico SAS v. 9.00 (2002).
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5. RESULTADOS
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Figura 7. Produccién de ovocitos viables (OV) comparados con el ITH.

En esta figura se muestra que cuando hay un ITH alto la produccion de OV
disminuye y cuando hay un ITH bajo la produccién de OV aumenta. En los meses
de mayo a agosto son los meses mas marcados que existe con un ITH alto, por
ende la produccion de OV tienen un promedio bajo, esto se da en el dltimo mes de
primavera y todos los meses de verano. La alta produccion de OV se da en los

meses de enero a abril y noviembre donde el TH es bajo.
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X embriones totales/mes
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Figura 8. Produccion de embriones totales (ET) comparados con el ITH.

En esta figura se muestra que cuando hay un ITH alto la produccion de ET
disminuye y cundo hay un ITH bajo la produccién de ET aumenta. En los meses de
mayo a agosto son los meses mas marcados que existe con un ITH alto, por ende
la produccion de ET tienen un promedio bajo, esto se da en el Ultimo mes de
primavera y todos los meses de verano. La alta produccién de ET se da en los

meses de enero a abril donde el ITH es bajo.



22

6. DISCUSION

En este estudio se utilizdé el ITH para estimar el EC en el ganado. El ITH,
propuesto por Thom en 1959 se ha aplicado ampliamente para evaluar el EC en
condiciones de moderadas a altas (Jeelani et al., 2019).

Los resultados de Jeelani (2019) con los de este estudio concuerdan, no hay
cambios cuando hay un ITH <72, las principales respuestas fisioldégicas ocurrieron
después de que alcanzara un ITH de 72 a 79, pero cuando el I[TH alcanza o pasa
del 80, hay cambios fisiologicos importantes, en este estudio el TH mas alto fue de
un rango de 80 a 83.5 en los meses de mayo a agosto en donde hay cambios
fisiologicos como la disminucion de ovocitos viables y en la produccién de
embriones. Conforme a Armstrong (1994) se coincidié que cuando hay un ITH <71
se considera como una zona de confort, 72-79 como EC leve, 80-90 como EC
moderado y >90 como EC severo.

Este estudio realizado concuerda con los resultados de Polsky et al., (2017)
donde encontraron que cuando hay un aumento de ITH > 80 hay ECy por ende un
aumento de temperatura corporal de la vaca en particular la temperatura uterina,
esta es una de las principales razones que se considera la baja tasa de gestacion
en la época de verano.

Menciona Sakatani (2017) que la baja tasa de gestacion en verano es por la
interrupcién de funciones ovaricas y uterinas; esto afecta varios aspectos
relacionados con la prefiez, como la secrecion de hormonas reproductivas, calidad
de ovocitos, el éxito de la fertilizacion y el desarrollo embrionario.

En este estudio realizado concuerda con los resultados de Gendelman et al.,
(2010) donde encontraron que ovocitos recolectados de vacas durante el verano
donde hay un ITH alto muestran una menor capacidad para ser fertilizados vy
desarrollarse en la etapa de blastocisto que los recolectados durante el invierno.

Esto se debe a los efectos del EC sobre la dinAmica ovarica tienen
consecuencias en el corto y largo plazo, para que la dinAmica ovarica se normalice
deben pasar de 2 a 3 ciclos estrales desde la Ultima afectacion por calor (Roth,
2015).

Los efectos del EC sobre la actividad reproductiva a nivel hormonal tiene

efectos que influyen en la funcion sexual, existen tres niveles que son del eje
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Hipotalamo-Hipofisis-Gonadal (HHG): 1) en el hipotalamo, tiene su efecto a través
de la CRH (Hormona liberadora de corticotropina) donde se inhibe la secrecién de
GnRH; 2) en la hipdfisis, disminuye la liberacion de LH y FSH en respuesta a la
inhibicion de la GnRH y 3) en las gbénadas, altera el efecto estimulador de las
gonadotrofinas (Pereira, 2005).

Al disminuir la liberacion de gonadotropinas (LH y FSH), la produccion de
estrégenos también se verd afectada, lo que conlleva a fallas en el desarrollo y
calidad de los ovocitos, en la fertilizacion y la implantacion del embrién debido a la
incorrecta preparacion del Utero y la formacion de un cuerpo liteo de mala calidad.

Sakatani (2017) menciona que los complejos cumulos ovocitos (COCSs) en la
etapa de vesicula germinal (VG) expuestos a altas temperaturas de 40 °C a 41°C
muestra deterioro de la maduracion citoplasmatica y nuclear de los ovocitos, hay un
aumento en la formacion anormal y la disminucién de la capacidad de desarrollo
después de la FIV.

Como resultado cuando existe un ITH alto hay un EC en los COCs en el
estadio de VG, comprometiendo las funciones de los ovocitos e induciendo la
apoptosis, asi como la alteracion de partes del citoesqueleto y altera la transcripcion
de genes de la madre, el contenido de ATP y la funciones mitocondrial. EI EC no
solo afecta la funcidon de los ovocitos, sino también las funciones de las células del
cumulo, como la matriz metalopeptidasa 9 (MMP9) y la secrecion de
progesterona. Estos cambios afectan la sintesis de proteinas de los ovocitos e
interrumpen la maduracion de los ovocitos y un mayor desarrollo (Sakatani, 2017).

Se considera que las mitocondrias son un factor clave que influye en la
adquisicion de la competencia de ovocitos y, por lo tanto, podria ser un sitio para la
expresion de marcadores valiosos que reflejen la calidad de los ovocitos. Cualquier
factor estresante que interrumpa la replicacién o el funcionamiento mitocondrial
podria afectar la competencia de los ovocitos (Roth, 2018).

Paes et al.,, (2016) realizo un experimento in vitro, donde se cultivaron
fragmentos ovaricos durante 7 dias, el COCs y ovocitos aislados que fueron
sometidos a EC durante las primeras 12 horas del experimento. Se encontré que el

tratamiento térmico incrementd la activaciéon de foliculos primordiales, redujo la
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maduracion nuclear del ovocito en los COCs, alter6 la secrecion de hormonas
esteroideas y aumento la produccion de radicales oxidativos.

El EC también induce estrés oxidativo que conduce a la elevacion de los
niveles de especias reactivas de oxigeno (ROS) en los ovocitos. Las ROS dafian el
ADN e inducen la apoptosis o disfuncion de organulos celulares como las
mitocondrias. Por lo tanto, la produccion de ROS en ovocitos sometidos a EC
alteraria la calidad y viabilidad de los ovocitos (Sakatani, 2017). En este estudio no
se midi6 este aspecto sin embargo es posible suponer que los ovocitos que estan
mas expuestos a alto ITH pudieran afectarse en el mismo sentido.

Molina (2017) menciona que posiblemente los cambios fisiol6gicos por causa
del aumento del ITH afecta al ovocito dentro del foliculo, la fecundacion y los
primeros dos dias de desarrollo embrionario; al tercer y cuarto dia el embridn
adquiere cierta tolerancia al [TH alto y al EC, misma que aumenta al quinto dia.

Esto es reforzado por Roth (2018) quien hizo un estudio donde comparo el
desarrollo embrionario en condiciones térmicas de 39°C contra 41°C durante las
etapas de: dos células, 4-8 células y mérula compacta. No obtuvo desarrollo de
blastocitos al dia 7 de los embriones estresados en etapa de dos células, obtuvieron
un menor desarrollo de blastocitos al dia 7 de los embriones provenientes del grupo
tratado en la etapa de 4 a 8 células y la misma cantidad de blastocitos provenientes
de los grupos tratados en el estadio de morula.

Sakatani et al., (2012) realizaron un experimento donde la aplicaron un
tratamiento de 40°C durante 24 horas en un cultivo de morulas, el cual no tuvo
ningun efecto adverso en el desarrollo de blastocitos mientras que si hubo una
disminucion significativa en el porcentaje de blastocitos desarrollados cuando el
mismo tratamiento se aplicé a nivel de zigotos.

La exposicion al calor de 40 °C a 42 °C disminuy6é significativamente la
competencia de desarrollo de los embriones en etapa de 1 a 8 células, pero mostré
poco o ningln efecto en las etapas de moérula y blastocisto. Ademas, incluso si
sobrevivieron al EC inicial, los embriones en etapa temprana expuestos a
temperaturas elevadas mostraron un numero total de células mas baja,
especialmente un nimero reducido de células de trofectodermo en los blastocistos
(Sakatani, 2017).
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La exposicion al calor de los embriones en etapa temprana causa la rotura
de microfilamentos, microtibulos y la inflamacion mitocondrial, lo que resulta en
dafio organelar. Ademas, la elevacion de la temperatura aumenta el nimero de
células apoptoéticas en embriones de 2 células. Por lo tanto, esta evidencia indica
que el EC afecta directamente a los embriones en etapa temprana y conduce a una
menor competencia en el desarrollo (Roth, 2018; Sakatani, 2017). Esto puede haber
afectado la competencia de los ovocitos viables a convertirse en blastocistos, ya

gue en los meses con ITH alto disminuyo la produccion embrionaria.
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7. CONCLUSIONES
Se concluye que el nivel de ITH alto afecta deletéreo la produccion de
ovocitos viables y de embriones obtenidos por OPU y producidos in vitro

respectivamente.
Se deben hacer estudios encaminado a evaluar los posibles dafios a nivel

celular y molecular.
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