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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estimar el efecto del tratamiento previo con hormona
foliculo estimulante (FSH) sobre la calidad de los complejos cumulus-ovocito (CCO)
recuperados desde ovarios de gatas. Fueron utilizadas 21 gatas adultas asignadas al azar
entre los grupos FSH (n=9) y Control (n=12). A las gatas del grupo FSH se les administré
cada 24 horas 5 mg NIH de FSH (Folltropin-V°. Vetrapharm Inc.) via subcutanea por 4

dias consecutivos. El grupo control no recibié estimulo gonadotréfico. Los ovarios fueron
obtenidos mediante ovariohisterectomia realizada 24 horas después del término del
tratamiento gonadotrdfico, luego fueron transportados al laboratorio en PBS al 0,3% a
37°C en un tiempo no mayor a 4 horas. Los CCO fueron recuperados desde los ovarios
mediante un fino desmenuzamiento, y seleccionados de acuerdo a la integridad del
citoplasma y de la granulosa como aptos para la maduracion, en categorias | o excelente
y Il o buenos para los grupos FSH y Control. Los CCO seleccionados fueron cultivados
durante 24 hrs a 38,5 °C con 5% de CO,, en medio TCM-199, 0,4% BSA, 1ul/ ml FSH,
1p/ ml LH y 1pg / ml de 171 estradiol, 50 pg/ml Gentamicina, 0.20 mM de piruvato.
Posterior a la maduracion, los ovocitos fueron denudados fijados y tefidos, luego se
evaluo el estado de maduracion, considerando como maduros aquellos en los cuales se

observo la presencia de placa metafasica y la expulsién del primer cuerpo polar.

Se recuperé un total de 375 y 499 CCO de los grupos FSH y Control,
respectivamente. Se observd un aumento en nuamero y calidad de CCO aptos para
maduracion in vitro recuperados del grupo FSH (25,36%) respecto al grupo Control
(17,03%) (p<0.05). Ademas, resultd significativamente mayor el namero de CCO

correspondientes a categoria | en el grupo FSH, en comparacién al grupo control 30,21%



y 17,6% respectivamente (p<0.05). La tasa de maduracion in vitro, para el grupo FSH fue

de un 73,62%, significativamente superior al grupo control 49,38% (p<0.05).

De los resultados obtenidos en este estudio concluimos que ovocitos colectados
desde gatas tratadas con FSH presentan un mayor potencial de maduracion in vitro en
comparacién a gatas del grupo control. Ademas se puede sefalar que el estimulo
gonadotrofico previo aumenta el nimero y la calidad de CCO aptos para maduracién in

vitro. También se observd que para ambos grupos existieron tasas similares de

maduracion in vitro entre ovocitos de las categorias | y II.



SUMMARY

The objective of this research report was to estimate the effect of the previous
treatment with FSH over the quality of the recovered complex cumulus-oocyte (CCO) of
ovaries in domestic cats. Twenty-one mature cats were assigned randomly between two
groups, FSH (n=9) and Control (n=12). The FSH (Folltropin-V®. Vetrapharm Inc.) was
administered every 24 hours 5 mg NIH of FSH via subcutaneous for four serial days. The
group Control did not receive gonadotrophic stimulus. The ovaries were obtained by
means of ovary-histerectomy that was performed 24 hours after the end of the
gonadotrophic treatment. The ovaries were transported in PBS 0,3% at 37°C in a minimal
lapse of four hours. The CCO were recovered by means of slicing, and selected according
to the integrity of the citoplasm and of the granulose cells in categories | or excellent and I
or good for the groups FSH and Control. The selected CCO were cultivated during 24
hours to 38,5 °C inside a humidified incubator containing 5% CO, in air, in medium TCM-
199, with 0,4% BSA, luL/mL FSH, 1ulL/mL LH y 1pg/mL of 17 oestradiol, 50 pg/mL
gentamicin, 0.20 mM sodium pyruvate. After in vitro maturation, the ocytes were denuded,
fixed and stained, then their maturation state was evaluated, considering as mature those
in which it was observed the presence of metaphase plate and the expulsion of the first
polar body.

A total of 375 and 499 COC were recovered respectively of groups FSH and
control. An increase was observed in number and quality of capable CCO for recovered in
vitro maturation of the group FSH (25.36%) respect to control group (17.03%) (p<0.05).
Also, it is significantly higer the number of CCO corresponding to category | in the group
FSH, in comparison to the group Control 30,21% y 17,6% respectively (p<0.05). The in
vitro maturation rate, for the group FSH was of 73.62%, significantly superior to the group

Control 49.38% (p<0.05).



The results obtained in this study permit to conclude that obtained oocytes from
cats tried with FSH present a higher potential for in vitro maturation that oocytes of not
treated cats. Also, it is possible to indicate that the previous stimulus increases the number
and the quality of capable CCO for in vitro maturation It is also observed that for both

groups similar in vitro maturation rates exist among oocytes of the categories | and II.



1. Antecedentes Generales

1.1. Principales caracteristicas del ciclo reproductivo en la gata doméstica

De acuerdo a su clasificaciéon reproductiva la gata doméstica se puede catalogar
como una hembra de tipo poliéstrica estacional, que cicla continuamente cada 4 a 30 dias
si es expuesta a un periodo constante de 14 horas de luz por dia (Johnston y col., 1996;
Verstegen, 1998). El proestro es de dificil identificacidn, ya que la gata muestra signos
sutiles que en ocasiones son solamente una conducta afectiva, pero sin permitir el coito,
con una duracion de tan sélo 12 a 48 horas. (Shille y Sojka, 1995). Durante el estro la
gata tiene una conducta receptiva a la cépula. Este estado puede durar entre 2 a 19 dias,
con un promedio de 5.8 + 3.3 dias (Root y col.,1995). En esta etapa la gata presenta un
comportamiento caracterizado por: vocalizaciones frecuentes, roce o frotamiento de
cabeza y cuello, lordosis, desviacion de la cola. (Shille y Sojka, 1995). Si la fertilizacion es
exitosa la gestacion de la gata tiene una duraciéon promedio de 66 dias (Rooty col., 1995).
En el caso contrario la hembra puede experimentar un fenémeno denominado
pseudoprefiez, que puede durar alrededor de 30 a 40 dias. (Feldman y Nelson, 1996). Al
momento de la coOpula, se induce liberacion de hormona liberadora de gonadotrofina
(GnRH) desde el hipotalamo via reflejo neuroendocrino, con aumento en la liberacion de

hormona luteinizante (LH) (Verstegen, 1998).

Se piensa que este aumento induce la ovulacion, a pesar de que (Concannon y
col., 1980) han demostrado ovulacion sin estimulo cervical. La ovulacién ocurre entre 48 y
52 horas en promedio después del pico de LH. (Wildt y col., 1981; Schmidt y col., 1983;
Shille y col., 1983), siendo la tasa ovulatoria directamente proporcional a la amplitud de la
descarga de LH, es decir, una mayor descarga de LH induce una mayor cantidad de

ovulaciones (Verstegen, 1998).



1.2. Desarrollo y crecimiento folicular en la gata.

El crecimiento de los foliculos pre-antrales puede ocurrir sin la presencia de
hormonas gonadotréficas; en camhbo los foliculos antrales son dependientes a la

presencia de FSH tanto para su crecimiento como su desarrollo (Roche, 1996).

Durante el periodo dependiente de gonadotrofinas, la FSH cumple un importante
rol en la formacion del antro y del fluido folicular, ademas estimula la mitosis de las células
de la granulosa, por tanto, el crecimiento y maduracion folicular final dependen por
completo de FSH y LH (Hafez, 1987; Mc Donald y Pineda, 1989; Shille y Sojka, 1995;
Roche, 1996). Ademas, la FSH provoca sensibilidad en las células de la granulosa a LH
por un incremento de sus receptores, lo que induce la luteinizacion de las células de la

granulosa cuando ocurra el pico de LH (Hafez, 1987).

Durante su crecimiento, el ovocito adquiere la capacidad de reiniciar la meiosis en
respuesta al estimulo gonadotréfico preovulatorio, desintegrando la envoltura nuclear,
eliminando el primer corpusculo polar y continuando la meiosis hasta la metafase de la
segunda division meibtica, etapa en la cual el ovocito queda nuevamente detenido en
metafase Il (Wassarman, 1994). Aunque Goodrowe y col. (1988) sefialan que la
capacidad de reanudar la meiosis (n vitro) puede ocurrir sin la presencia de hormonas
gonadotrdéficas, estas son necesarias para completar la maduracion nuclear. Un ovocito
competente es aquel capaz de reanudar el proceso meibtico desde la profase de la

primera division meidtica, con una correcta transcripcion genética (Thibault y col., 1993).
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1.3. Uso de gonadotrofinas en gatas parainduccién de desarrollo folicular

Wood y Wildt, (1997) sefalan que en cualquier momento dado, en la gata
domeéstica, aproximadamente un 65% de los CCO estan expresando atresia, relacionada
con cambios en el citoplasma del ovocito o en las células del cumulus, y ésta ocurre en un
alto porcentaje en foliculos antrales pequefios (0,5-1,0 mm). Por tanto, el objetivo de usar
gonadotrofinas es evitar la atresia de estos foliculos y de este modo favorecer que éstos
alcancen el estado preovulatorio, esto ha sido descrito en varias especies animales

(Mapletoft y Pierson, 1995).

En el afio 1935 Foster e Hisaw usaron extracto crudo de pituitaria de cerdo para
inducir desarrollo folicular, conducta estral y ovulacion en la gata doméstica; sin embargo,
el primer uso de gonadotrofina parcialmente purificada para estimular ovulaciéon en gatas

fue reportado por Colby (1970).

Con el objetivo de obtener desarrollo folicular se han empleado gonadotrofinas,
tales como FSH de origen porcino (FSH-p) (Dresser y col., 1988; Pope y col., 1992;
Sanchez y Silva, 2003); humana (huFSH) (Orosz y col, 1992); gonadotrofina
menopausica humana (hMG) (Orosz y col., 1992) y gonadotrofina coridnica equina (eCG)
(Niwa y col., 1985; Goodrowe y col., 1988; Johnston y col., 1991; Donoghue y col., 1992;

Kanda y col., 1998).
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En la gata el nimero de foliculos preovulatorios aumenta de manera considerable
al administrar hormonas gonadotréficas y éste aumento es independiente del origen de la
hormona (Goodrowe y col., 1988; Donoghue y col., 1992; Orosz y col., 1995; Sanchez y

Silva, 2003).

Respecto al nimero total de ovocitos, Sanchez y Silva, (2003) obtuvieron un
aumento significativo en el nimero de CCO potencialmente aptos para ser madurados in

vitro, respecto a los obtenidos de gatas no estimuladas gonadotroficamente; sefialando

ademas que el aumento del numero CCO aptos, se puede asociar directamente al mayor
namero de foliculos disponibles para la aspiracién en los ovarios de las gatas tratadas.
Ademas demuestran que no existen diferencias significativas en la via de administracion,
subcutanea v/s intramuscular, lo que facilitaria el manejo de los animales y se reduciria el

tiempo del tratamiento.

Es importante sefialar que una gata adulta durante el proestro temprano se
desarrollan alrededor de 3 a 7 foliculos primarios de tamafio < 1 mm. (Foster e Hisaw,
1935; Feldman y Nelson, 1996); y durante un estro hormal se pueden encontrar entre 2 a

8 foliculos preovulatorios (Shille y Sojka, 1979).



2. Hipotesis

?? Ovocitos obtenidos de gatas tratadas con FSH presentan un mayor potencial de

maduracion in vitro que ovocitos de gatas no tratadas.

3. Objetivo general

?? Evaluar la tasa de maduracion in vitro de ovocitos de gatas tratadas con FSH.

4. Objetivos especificos

?? Evaluar la tasa de recuperacion y calidad de complejos cumulus-ovocito en gatas

tratadas previamente con hormona foliculo estimulante.

?? Realizar maduracion in vitro en ovocitos recuperados de gatas estimuladas con FSH
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5. Material y Métodos

Se utilizaron 21 gatas adultas, de edad entre 6 meses y 6 afios, clinicamente
sanas, de entre 2.0 y 3.5 kilos de peso, las cuales fueron destinadas aleatoriamente a uno

de los siguientes grupos:

?? Grupo (FSH) con estimulo gonadotréfico (n = 9): la administracién fue cada 24 horas
de 5 mg NIH de FSH (Folltropin-V®. Vetrapharm Inc.) 0.25 mL. via subcutanea

durante 4 dias.

?? Grupo (Control) sin estimulo gonadotréfico (n = 12), cada 24 horas se les aplico

1mL. de suero fisioldgico via subcutanea por 4 dias.

Las gatas fueron anestesiadas utilizando una asociacién de Ketamina 20 mg/kg.
(Ketostop ® Drag pharma.) y Xilacina 2 mg/kg (Rompum® Bayer). Las
ovariohisterectomias fueron realizadas en distintas clinicas veterinarias localizadas en la
ciudad de Temuco, veinticuatro horas después del término del tratamiento gonadotréfico y
de la dltima inyeccibn de suero fisiolégico para los grupos FSH y Control,

respectivamente.

5.1. Obtencion de los Ovarios.

Inmediatamente después de la Ovariohisterectomia, los ovarios fueron
depositados en un tubo de ensayo con una solucién compuesta por 9 gr de NaCl, 0.08 gr.
de Penicilina sodica, 0.1 gr. de estreptomicina en un litro de agua destilada, a una

temperatura de 37°C aproximadamente, luego fueron transportados al Laboratorio de
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Reproduccién Animal de la Universidad Catélica de Temuco, en un tiempo no superior a
las 4 horas post cirugia.

Una vez en el laboratorio los ovarios fueron lavados con una solucion de igual
composicion a la utilizada para el transporte de los ovarios, a una temperatura de 37C°

aproximadamente.

5.2. Recuperacion de los ovocitos.

Una vez lavados los ovarios, los CCO fueron obtenidos mediante finos cortes
transversales de los ovarios (“slicing”), mediante una hoja de bisturi sobre una placa petri
60 mm de didmetro, con Fosfato Buffer Salino (PBS) al 0,3% (en 100 ml de PBS se

agregan 300 mg de BSA) temperado a 37 °C aproximadamente.

El medio resultante posteriormente del fino corte de los ovarios fue observado bajo
lupa estereoscopica (Nikon, SMZ-2B, Tokio Japén) a un aumento de 20X sobre una
platina temperada a 38 °C, para realizar la recuperacion y evaluacion de los ovocitos. Los
CCO con citoplasma finamente granular y completamente rodeado por una corona
radiada y células del cumulus oophorus, se utilizaron para el estudio, como lo describen

Goodrowe y col., (1988) y Johnston y col., (1989).

5.3. Criterio de clasificaciéon de los ovocitos

El criterio de clasificacion para la seleccion de CCO recuperados de ovarios de
gata fue basado en lo descrito por Wood y col. (1997), quienes clasificaron los CCO en
cuatro distintos grados: Categoria | (excelentes) presentan citoplasma oscuro uniforme,

nucleo redondo, con 5 0 mas capas compactas de cumulus oophorus; ovocitos Categoria
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Il (buenos): presentan citoplasma oscuro uniforme conjuntamente con una corona radiada
completa pero rodeado por menos de 5 capas de cumulus oophorus ; ovocitos categoria Il
(regulares): presentan una pérdida de la uniformidad del citoplasma, la corona radiada se
presenta incompleta y las capas del cumulus oophorus presentes son menos compactas;
ovocitos categoria IV (malos): presentan citoplasma no homogéneo o francamente
fragmentado y las células de la corona y del cumulus oophorus se encuentran
disgregadas o ausentes en su totalidad. El ovocito de la gata doméstica es de apariencia

oscura debido a una alta concentracion intracelular de lipidos (Guraya y col.,1965). Por

tanto, de acuerdo a esta clasificacién los ovocitos fueron categorizados como aptos

(categorias | y 1) y no aptos (categorias Ill y IV) para la maduracién in vitro.

5.4. Lavado de ovocitos.
Los ovocitos antes seleccionados como aptos (categorias | y Il), fueron
transferidos en un volumen minimo de PBS, a una placa Falcon 1008 con medio de

MIV, este lavado se realiz6 2 veces.

5.5. Preparacion del medio de maduracién.

El medio de maduracién fue compuesto de la siguiente manera: TCM-199, 0,4%
BSA (4 mg de BSA por cada 1mL de TCM-199), 1uL/mL FSH, 1uL/mL LH, 50 pg/mL
gentamicina, 0.20 mM de piruvato. Luego fue sometido a una filtrado (0.2 pM.) para
finalmente ser depositado en un matraz de 50 mL. Una vez terminado este proceso se

agrego6 1ug/mL de 17-3 estradiol.
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5.6. Maduracion in vitro de ovocitos de gata.
Los ovocitos seleccionados de ambos tratamientos fueron destinados a un medio

de maduracion estandar, claramente rotulados, separados en dos grupos:

?? Grupo 1 (FSH): Maduracion de ovocitos de gatas tratadas con FSH

?? Grupo 2 (Control): Maduracion de ovocitos de gatas sin tratamiento.

Para ambos grupos el medio de maduracion fué dispensado en gotas de 25 ul e
inmersas en parafina liquida. Se depositaron 5 ovocitos por gota de medio de
maduracion aproximadamente. El periodo de maduracion fué de 24 horas, a 38,5 °C

con 5% de CO,, en ambiente saturado de humedad

5.7. Fijado, tincién y decoloracion de los ovocitos post maduracién.

Completado el periodo de maduracioén, los ovocitos fueron extraidos de las gotas
de cultivo por medio de una pipeta, y depositados en una placa petri con PBS.
Enseguida se procedié a remover mediante agitacion mecanica las células del cumulus
oophorus. Una vez removidas, los ovocitos fueron montados en una gota sobre un
porta-objetos. Luego se retird la mayor cantidad de gota, para cubrirla con un cubre-
objeto el cual contenia parafina soélida en sus cuatro esquinas, con el objetivo de evitar
directa presion sobre los ovocitos. La presion necesaria para inmovilizar los ovocitos
se determind por la formacion de un halo alrededor de cada ovocitos y por una leve

expansion citoplasmatica al momento de ejercer presion.

Enseguida los ovocitos fueron fijados por medio de una solucién etanol: acido

acético (3:1), aplicada suavemente por capilaridad, y mantenida durante 24 horas en el

17



interior de una placa petri (90 mm). Después de 24 horas, se retir6 el medio de fijacion por
capilaridad, con la ayuda de trozos de papel absorbente. Para evaluar el estado de
maduracion celular en que se encontraban los ovocitos, se utilizé una tincion de orceina al
1% por 30 minutos. Pasados los 30 minutos se procedi6 a aclarar los ovocitos mediante la
solucion decolorante la cual elimina el exceso de orceina, permitiendo distinguir en mejor
forma la conformacion y distribucion de los cromosomas, asi como también la localizacion
del corplsculo polar. Luego, se extrajo el liquido decolorante dejando limpia y seca la

muestra fijada. Posterior a esto se procedid a sellar los bordes del cubre objeto.

5.8. Evaluacién de la maduracién nuclear.

La evaluacién de la maduraciéon nuclear se realizé por medio de un microscopio a
un aumento de 40X. El criterio para evaluar la maduracién nuclear fue la siguiente:
1. Maduros : caracterizado por la formacion de la placa metafasica y expulsion
del primer cuerpo polar
2. Inmaduros: caracterizado por estadios avanzados posterior a la reanudacion
de la meiosis, sin alcanzar Metafase II.

3. Degenerados: fragmentados o distintamente irregular en su forma fueron

clasificados como degenerados.

6. Andlisis estadistico
Parametros a evaluar:

?? Numero y calidad de ovocitos aptos para maduracion in vitro, Tasa de maduracion de
ovocitos
Método a utilizar
?? El Andlisis estadistico se realizara por medio de la prueba de chi-cuadrado (x°), con un

95% de confianza (p> 0.05).
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7. Resultados

7.1 Recuperacién y clasificacion de ovocitos de gatas.

Se logré recuperar un promedio por gata de 41,66 £ 6.2 y 41,58 + 9.9 CCO del
grupo FSH y control, respectivamente. Existe un mayor numero promedio de CCO
recuperados y clasificados como aptos para maduracién in vitro en aquellas gatas que
fueron previamente estimuladas con FSH (10.6 + 3.6) en comparacién al grupo control

(7.08 + 2.8) (p<0.05).

De la cantidad total de CCO recuperados y clasificados como aptos para la
maduracion in vitro, se recuperé el 30.21 % correspondientes a categoria | en el grupo de
gatas estimuladas con FSH, mientras que en el grupo Control el porcentaje de recuperacion
s6lo alcanzé al 17.65 % (p<0.05). Respecto a la categoria I, en el grupo de gatas
estimuladas con FSH se obtuvo un 69,08% y en el grupo control 82,35 % (p<0.05) (Cuadro
1 y Figura 1). Los CCO recuperados y categorizados segun la integridad del cumulus

oophorus y la apariencia del citoplasma se presentan en la Figura 2.
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Cuadro 1. Recuperacion y clasificacion de complejos cumulus-ovocito obtenidos de

ovarios de gatas tratadas con hormona foliculo estimulante (FSH).

Complejos cumulus-ovocito aptos para

maduracion in vitro

Grupo N° CCO
Tratamiento | Recuperados % CCO
seleccionados Categoria | Categoria Il
(n)
25,6 % ° 302%° 69,8 % °
FSH 375
(96) (29/96) (67/96)
17,0 %° 176 %° 82,4%°"
Control 499
ontro (85) (15/85) (70/85)

2 P letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
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Figura 1. Categorias de complejos cumulus-ovocito recuperados de ovarios de

gatas, de acuerdo alaintegridad en células del cumulus oophorus y apariencia del

citoplasma.

Foto 1. CCO de gata apto para maduracién in vitro,
correspondiente a la categoria | o excelente, posee un
citoplasma uniformemente oscuro, nucleo esférico,
corona radiada intacta y esta rodeado por 5 0 mas

capas de células del cumulus oophorus

Foto 22 CCO de cata apto para maduracion in vitro,
correspondiente a la categoria Il o bueno, este posee
un citoplasma uniforme oscuro, nicleo esférico, corona
radiada intacta y esta rodeado completamente por

menos de 5 capas de células del cumulus oophorus.

Foto 1

Wi

Foto 2

Fotos 3, 4, 5y €6: CCO de gata no aptos para

maduracion in vitro..

Fotos 3 y 4 Muestran ovocitos con citoplasma

fragmentado, traslucido y células del cumulus

Foto 3 Foto 4

oophorus no compactas. Fotos 5 y 6

Muestran ovocitos desnudos, con citoplasma
fragmentado y presencia de vacuolas.

o

Foto 5 Foto 6
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Figura 2. Porcentajes de CCO aptos para maduracién in vitro recuperados de gatas

de los grupos FSHy Control, segun las categorias 1 y Il.

W-SH
‘ Control

a.b. | etras distintas en una misma categoria indican diferencia significativa (p<0.05)



7.2 Maduracion in vitro de ovocitos de gata

De un total de 181 CCO cultivados, 9 (4,97%) se perdieron durante el desarrollo de
las técnicas de lavado, eliminacion de células del cumulus vy fijacién. En el grupo de gatas
previamente estimuladas con FSH fue evaluado un total de 91 ovocitos, de los cuales 67
(73,62%) se clasifican en metafase II; 15 (16,48%) son inmaduros y 9 (9,89%)
degenerados. Respecto a las gatas control, de 81 ovocitos evaluados, un total de 40
(49,38%) alcanzan la metafase II; 25 (30,86%) inmaduros y 16 (19,75%) degenerados.
En la Figura 3 se puede observar un ovocito de gata en estado de metafase I,

caracterizado por la placa metafasica y expulsion del primer cuerpo polar.

En el Cuadro 2 se puede observar una mayor tasa de maduracion in vitro para los
ovocitos obtenidos de ovarios de gatas estimuladas con FSH en comparacién al grupo
Control (p<0.05). Sin embargo, no se observd diferencia significativa entre las
proporciones de ovocitos inmaduros y degenerados, tanto para el grupo FSH como para
el grupo Control (p>0.05). Ademas, no existieron diferencias significativa entre las tasas
maduracion in vitro para las categorias | y Il, tanto para el grupo FSH como para el grupo

Control (p>0.05) (Figura 4).

Figura 3. Ovocito de gata en estado de metafase Il, caracterizado por la formacion

de la placa metafasica (PM) y expulsion del primer cuerpo polar (CP).
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Cuadro 2. Estados de maduracion in vitro de ovocitos de gata previamente estimuladas con

FSHYy no tratadas.

No Maduros

Grupo .
tratamiento D IHEE vTsE %Inmaduros % Degenerados Total No
Maduros
Grupo FSH 73,62 % 16,48 % 9,89 % 26,38 %
(67/91) (15/91) (9/91) (24/91)
Grupo Control 49,38" % 30,86 % 19,75 % 50,62 " %
(40/81) (25/81) (16/81) (41/81)

a,b: Jetras distintas en la misma columna significa diferencia significativa (p<0.05)
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7.2.1 Tasa de maduracién ovocitos categoria |

En el grupo de gatas tratadas con FSH se evalu6 un total de 28 ovocitos de los cuales

24 (85.71 %), alcanzan la metafase Il; en el grupo control de un total de 15 ovocitos

evaluados, 8 (53.33 %) lograron la metafase Il. Por tanto, la tasa de maduracién in vitro

para ovocitos procedentes de CCO de la categoria | de gatas estimuladas con FSH es

significativamente mayor a CCO categoria | provenientes del grupo control (p<0.05).

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Tasa de Maduracién in vitro de ovocitos categoria | 0 excelentes

recuperados de ovarios de gatas estimuladas con FSH.

Grupo tratamiento

% Metafase Il

% No Metafase Il

FSH

85,71 % (24/28)

14,29 % * (6/28)

Control

53,33 % (8/15)

46,67 % ° (7/15)

a, D,

. letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)

25




7.2.2 Tasa de maduracidn ovocitos categoria Il.

Un total de 63 ovocitos fue evaluado en el grupo de gatas previamente estimuladas

con FSH, de los cuales 43 (68.25%), alcanzan la metafase II; en el grupo control de un

total de 66 ovocitos evaluados, 32 (48.48%) logran la metafase Il. Lo anterior indica que la

tasa de maduracion in vitro para ovocitos procedentes de CCO de categoria Il del grupo

tratado con FSH fue significativamente mayor a CCO de la categoria Il del grupo control

(p<0.05). (Cuadro 4).

Cuadro 4. Tasa de Maduracion in vitro de ovocitos categoria Il o Buenos

recuperados de ovarios de gatas estimuladas con FSH.

Grupo tratamiento

% Metafase Il

% No Metafase Il

Grupo FSH

68,25 %" (43/63)

31,71 %* (20/63)

Grupo Control

48,48 %" (32/66)

51,52 %" (34/66)

%P letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
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Figura 4. Porcentajes de maduracion in vitro de ovocitos de gatas de los grupos

FSH y Control, segun las categorias | 0 “excelentes” y categoria Il 0 “buenos”.

SH
Control

2. | etras distintas en una misma categoria indican diferencia significativa (p<0.05)
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8. Discusion

8.1 Tasa de Recuperacion.

En general existe escasa informacion sobre maduracion in vitro, ya que la mayoria
de los estudios en técnicas de reproduccion asistida realizan maduracion in vivo (Dresser
y col., 1987; Goodrowe y col., 1988; Pope y col., 1993; Pope y col. 1994; Crichton y col.

2003), esto debido a que se logran mejores resultados de fertilizacion y desarrollo

embrionario, en contraste a la maduracién in vitro (Wood y col., 1995). Debido a lo
anterior, resulta insuficiente la informaciéon acerca de la cantidad y calidad de CCO aptos
que se pueden obtener para maduracién in vitro. Sin embargo creemos necesario el
desarrollo de la técnica de maduracion in vitro, como una alternativa para el rescate de

material genético en casos de necesaria ovariohisterectomia.

El nimero promedio de CCO aptos para MIV recuperados en ovarios de gatas del
grupo FSH encontrado en este estudio(10,6+3.6) resulta levemente superior a lo
reportado por Sdnchez y Silva, (2003), quienes logran recuperar un promedio de 9,0+3.0
CCO, bajo el mismo protocolo de estimulacion que el presente estudio; esta diferencia se
puede atribuir a que estos autores recuperan los CCO en ovarios de gatas mediante la
técnica de aspiracion folicular, lo cual es menos eficiente comparado con el

desmenuzamiento o slicing.

A pesar de que en el presente estudio no se contabilizd la poblacién folicular,

Sanchez y Silva (2003) sefialan que el aumento significativo de CCO aptos para

maduracion in vitro seria debido a un mayor nimero de foliculos preovulatorios
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disponibles; esto mismo se ha descrito en felinos salvajes (Goodrowe y col. 1989,

Donoghue y col. 1990, Pope y col.,1999).

Respecto al aumento de CCO aptos para maduracion in vitro en el grupo de gatas
gue fueron estimuladas con FSH, se pudo recuperar un mayor nimero promedio de CCO
correspondientes a la categoria | por gata, en comparacion al grupo control (p<0.05).

Este resultado es similar obtenido por Goodhand y col. (1998), quienes al estimular vacas

con FSH obtienen un mayor nimero de ovocitos categoria | (2,8+0.4), respecto a bs

animales no estimulados (1,6+0.4) (p<0.05).

Este aumento significativo de CCO de categoria | o excelentes en la gata, obedece
a gue al estimular con FSH se observa un aumento significativo en el nimero de foliculos
mayores a 2 mm de diametro; considerando que la mayoria de los CCO de categoria |
son originado de foliculos mayores a 2 mm de diametro (Orosz y col., 1992; Wood y Wildt,

1997; Sanchez y Silva, 2003).

De acuerdo a lo anterior podemos deducir que el estimulo con FSH al aumentar la
cantidad de foliculos preovulatorios permite un aumento en la proporcion de ovocitos
aptos para MIV, y esto a su vez permite un aumento en la proporcidbn de ovocitos
categoria | 0 excelentes por gata, y por ende una disminucion en la proporcion de ovocitos

categoria Il, en comparacion al grupo control.
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8.2 Tasa de maduraciénin vitro

El presente estudio demuestra que existe una mayor tasa de maduracion in vitro
en ovocitos obtenidos de ovarios de gatas previamente estimuladas con FSH, comparado
con el grupo control, (73.62% v/s 49.38%). En la literatura resultan escasos los resultados
de maduracion in vitro en gatas estimuladas con FSH. Pope y col. (2000) al estimular con
FSH, logran una tasa de maduracion in vitro de 59.2%, valor inferior a la tasa alcanzada
es este estudio en el grupo estimulado con FSH pero superior al grupo control,
destacando que en el mismo estudio alcanza una tasa de maduracién in vivo similar a la

tasa de maduracion in vitro del presente estudio.

En varias especies se ha demostrado que existe una relacion positiva entre mayor
tamafio folicular en hembras previamente estimuladas gonadotroficamente y mejor
competencia meiética. Investigaciones realizadas en primates (Adachi y col., 1982; Tsuji y
col., 1985; Lefevre y col., 1989; Schramm y Bavister, 1995), roedores (lwamatsu y
Yanagimachi, 1975; Mattson y Albertini, 1989, y Cerdos (Tsafriri y Channing, 1975; Motlik
y Fulka, 1986) sefialan que la adquisicion de la competencia del ovocito que ocurre en
foliculos de mayor diametro, se asocia con la condensacion de la cromatina alrededor del
nucleolo, comiunmente llamado encapsulamiento nucleolar (Schramm y col., 1993). Pope
y col., (1997) sefalan que la competencia meiética depende de la calidad del ovocito.
Confirmando lo anterior Wood y Wildt, (1997) sefialan que existe una baja competencia

meidtica en ovocitos con citoplasma fragmentado o traslucido.



Al comparar las tasas de maduraciéon in vitro entre ovocitos de una misma
categoria, se puede apreciar que existié una diferencia significativa (p<0.05), dando como
resultado una mayor tasa de maduracion in vitro en ovocitos procedentes de gatas
estimuladas con FSH. Por lo tanto, se puede deducir que el estimulo gonadotrofico con
FSH permite obtener ovocitos con una mayor capacidad de reiniciar la meiosis, y debido a
esto, mejoraria sustancialmente la tasa de maduracién in vitro en ovocitos de gata

previamente estimuladas con FSH, en comparacion al grupo control.

Wood y Wildt, (1997) afirman que existe una mayor tasa de maduracion in vitro en
los ovocitos provenientes de CCO correspondientes a la categoria |, por sobre la
categoria Il (p<0.05), de acuerdo a lo sefialado anteriormente se podria deducir que los
ovocitos derivados de los CCO categoria |, tendrian una mayor capacidad de reiniciar la
meiosis 0 “competencia del ovocito”, por sobre los ovaocitos originados de CCO categoria
I, y eso nos llevaria a pensar que se podria atribuir la mayor tasa de maduracion in vitro
del grupo FSH, a causa de haber recuperado y cultivado una mayor proporcion de
ovocitos originados de complejos cumulus ovocitos | o excelentes, en comparacion al
grupo control. Segun lo observado en este estudio, descartamos la posibilidad de obtener
una mayor tasa de MIV a causa de tener una mayor proporcion de CCO categoria |,
debido a que no existen diferencias significativas entre las distintas categorias en un
mismo tratamiento (p>0.05), por lo tanto, es probable que la maduracion in vitro del
ovocito de gata no sea afectada por la cantidad de células del cumulus que la rodean,
esto debido a no encontrar diferencias significativas entre las categorias | y Il para ambos

grupos de gatas.
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9. Conclusiones

?? Ovocitos obtenidos de gatas tratadas con hormona foliculo estimulante
presentan un mayor potencial de maduracién in vitro que ovocitos de gatas no

tratadas

?? Es posible recuperar en ovarios de gatas previamente estimuladas con FSH un

mayor nimero y calidad de CCO aptos para Maduracion in vitro.
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Grupo control

Grupo FSH

Nombre

Edad

Peso

Anexo 1.

Planilla de Registro.

O
O

Datos Paciente

Ex. Clinico

Observaciones:

Examen clinico Reproductivo

Celo (Cuando, duracion):

Ha estado prefada:

Descarga vaginal:

Abortos:

ODbservaciones:

Fecha

Hora extraccion
ovarios

Hora inicio
maduracion




Morfologia de los ovarios

Tamano

Cuerpos Luteos

Aspecto

Cuerpos hemorragicos

Observaciones:

Placa Recuperados

Morfologia Ovocito

Cantidad

Inmaduros

Ovocitos categoria *

Il 1l
\Y

Degenerados

N° de ovocitos totales
aptos para MIV

Total

Tasa de
ovocitos

recuperacion de /

* Segun Wood y col. 1997.

Evaluacion maduracion

Cantidad

Inmaduros

Metafase I

Degenerados

N° ovocitos para fijacion




Fijacion ovocitos

Fecha

Hora inicio fijacion

Hora termino fijaciéon

Fecha
Tincion y decoloracién
ovocitos
Hora inicio tincién
Hora inicio decoloracion
Inmaduros | Metafase Il |Degenerados Total

Ovocitos
(cantidad)




Anexo 2.

Andlisis chi-cuadrado de

las frecuencias observadas y esperadas de la

recuperacion de complejos cumulus-ovocito en gatas estimuladas con FSH y

control.

[Grupo tratamiento Aptos No Aptos Total
[Grupo FSH 96 (78) 279 (297) 375
_Grupo control 85 (103) 414 (396) 499
[Total 181 693 874

() Valores esperados

X?=9.2>3.841

Anexo 3.

Andlisis chi-cuadrado de

las frecuencias

observadas y esperadas de la

recuperacion de CCO aptos para maduracion in vitro (I y 1l) en gatas estimuladas

con FSHy control.

[Grupo tratamiento Categoria | Categoria Il Total
[Grupo FSH 29 (23) 67 (73) 85
[Grupo control 15 (21) 70 (64) 96
[Total 44 137 181

() Valores esperados.

X=4.33>3.841




Anexo 4.

Anadlisis chi-cuadrado de la proporcién de ovocitos en metafase Il obtenidos de

gatas estimuladas previamente con hormona foliculo estimulante (FSH)

[ Grupo tratamiento Metafase Il No Metarase Il Total
Grupo FSH 6/(57) 24(34) 91
Grupo control 40(50) 41(31) 81
Total 107 65 172

() Valores esperados.

X=90.92>3.841

Anexo 5

Analisis chi-cuadrado de las tasas de maduracion in vitro en la categoria | entre los

grupos FSH y Control.

Complejos cumulus
Metafase Il No Metafase Il Total
ovocito categoria |
Grupo FSH 24 (21) 4 (7) 28
Grupo control 8 (11) 74 15
Total 32 11 43

() Valores esperados

X=4.78>3.841
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Anexo 6

Anadlisis chi-cuadrado de las tasas de maduracién in vitro en la categoria Il entre

los grupos FSH y Control.

Complejos cumulus

Metafase Il No Metafase Il Total
ovocito categoria ll
Grupo FSH 43 (37) 20 (26) 63
Grupo control 32 (38) 34 (28) 66
Total 75 54 129

() Valores esperados

X=4.59>3.841

Anexo 7

Analisis chi-cuadrado entre las tasas de maduracion in vitro de complejos cumulus

ovocito Iy Il en el grupo FSH.

Grupo FSH Metatase Il No Metarase Il Total
CCO | 24 (21) 4 (7) 28
CCO Il 43 (46) 20 (17) 63
Total 67 24 o1

() Valores esperados

X=243<3.841




Anexo 8

Andlisis chi-cuadrado entre las tasas de maduracion in vitro de complejos cumulus

ovocito I y Il en el grupo control.

Grupo control Metarase Il No Metarase Il Total
CCol 8 () 70 15
CCO Il 32 (33) 34 (33) 66
Total 40 41 81

() Valores esperados

X=0.32< 3.841
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Anexo 9.
Datos brutos de CCO recuperados, seleccionados de ovarios de gatas estimuladas
con FSH, y evaluados posterior alas 24 horas de maduracion in vitro.

Grupo FSH Grupo Control

N° de gatas 9 12

CCO recuperados y seleccionados.

CCO categoria | 29 15

CCO categoriall 67 70

Total CCO aptos e e

Total CCO no aptos (categorias Il y IV) & 414
Total CCO recuperados 375 499

Ovocitos evaluados posterior a las 24 hrs de MIV.

Total Ovocitos en metafase Il 67 40
Inmaduros 15 25
Degenerados 9 16

Total Ovocitos evaluados el &l
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