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RESUMEN

Introduccion: se comparo la tasa de maduracion in vitro de ovocitos ovinos
madurados en condiciones normotérmicas contra ovocitos madurados en
condiciones hipertérmicas. Objetivo: determinar si el estrés caldrico afecta el
proceso de maduracion in vitro de ovocitos ovinos como modelo animal.
Metodologia: durante dos etapas experimentales (invierno y verano) se
colectaron ovarios ovinos en la Unidad Experimental Ovina, UABC. Después de
seleccionados los complejos cumulo-ovocito, en grupos de 20 o menos fueron
madurados in vitro por 24 horas. La mitad de los grupos fueron madurados en
normotermia (37.5°C) y la otra mitad en hipertermia (41.5°C). Después de la
maduracion in vitro, se evaludé la maduracién observando la expansion de las
células del cumulo y después de denudar los complejos cumulo-ovocito se
evaluo la presencia de cuerpo polar. Resultados: la proporcidon de ovocitos de
buena calidad con respecto al total fue menor en verano (53.75%) que en
invierno (67.80%). En verano, las condiciones de hipertermia in vitro
disminuyeron significativamente (P<0.05) la tasa de maduracion por presencia
de cuerpo polar asi como la tasa de cumulo parcialmente expandidos. En
invierno, las condiciones de hipertermia disminuyeron significativamente
(P<0.05) la tasa de presencia de cuerpo polar y aumentaron la expansion total
del cumulo. Conclusién: La temperatura afecta negativamente la tasa de

maduracién in vitro de ovocitos ovinos de pelo.



Introduccién

La presente tesis fue elaborada como culminacion de los estudios de
Maestria en Ciencias de la Salud con la intencion de reunir en un solo
documento el resultado del trabajo de investigacién realizado durante el
posgrado.

El documento consta de cinco capitulos. El primero, presenta una
descripcion del problema a tratar, la justificacion del problema asi como la
declaracion de los objetivos e hipoétesis. En el segundo capitulo, se recopila la
informacion conocida de los temas a desarrollar en el trabajo previo a la etapa
experimental ademas se definen los conceptos mas utilizados en el resto del
escrito. El siguiente capitulo describe los procesos, herramientas y protocolos
utilizados para obtener los datos que fueron analizados. Posteriormente se
encuentra un capitulo en que se detallan los resultados obtenidos en la etapa
experimental. Por ultimo, el capitulo cinco incluye el analisis de la informacién
obtenida en los capitulos anteriores asi como las conclusiones finales vy

recomendaciones realizadas a partir del andlisis.



CAPITULO |



1.1 Antecedentes

En humanos, el estudio del efecto de la temperatura sobre la
reproduccion y fertilidad se ha limitado al factor masculino. Se conoce, por
ejemplo, que el incremento de temperatura escrotal afecta negativamente la
espermatogénesis, provocando un conteo espermatico disminuido.! La
fisiologia reproductiva femenina no ha sido explorada en términos de estrés
térmico, en particular el proceso de ovulacion, sin embargo se ha especulado
qgue conforme nuestros antepasados cazadores-recolectores migraban a
diferentes regiones climaticas, el niumero de embarazos que éstos tenian
cambiaba.? En la actualidad, poco se conoce sobre el proceso de la ovulacién
en humanos a nivel celular, ya que no existen estudios que puedan monitorear
el proceso in vivo, de tal forma que nuestro conocimiento del mismo se ha

limitado a lo observado en la reproduccion asistida.

En bovinos el estrés caldrico tiene un efecto negativo, tanto in vivo como
in vitro, sobre la calidad de los ovocitos y su fertilizacion. Se sabe que el
proceso de maduracion en ovocitos muestra una cinética mas rapida si dicho
proceso se realiza en condiciones de estrés calérico, y que la fertilizacion in
vitro tiene mas posibilidades de éxito si dichos ovocitos se inseminan unas
horas antes de lo esperado en condiciones de normotermia.> Esto puede
indicar que los ovocitos bajo estrés caldrico no sélo maduran prematuramente

sino que tienen una vida Gtil mas corta.

También se sabe que la calidad de los ovocitos disminuye si estos se
encuentran bajo estrés caldrico y que el proceso de maduracién puede
perturbarse de distintas formas.* Sin embargo, no se conoce con precisién qué
factores se encuentran alterados por el estrés calérico y cual es su
participacion en la aceleracion del proceso de maduracion y envejecimiento de

los ovocitos.

En experimentos in vitro realizados en bovinos se ha encontrado que el
estrés calorico (41°C) acelera el proceso de maduracion del ovocito de 4 a 6

horas en relacién a ovocitos madurados a temperaturas fisiolégicas (38.5 °C).°
2



Asi mismo, en ovocitos de esta especie se ha observado una migracion
prematura de los granulos corticales y una disminucion de la competencia
mei6tica, como consecuencia del estrés calérico.® También se ha observado
una disminucion en la calidad de los ovocitos, evaluada como la capacidad de
ser fertilizado y de permitir un adecuado desarrollo embrionario temprano.”®
Este dafio también se presenta en ovocitos in vivo. *° Igualmente hay indicios
de que el dafio al ovocito puede ser causado previo a la maduracion, dado que
la baja calidad de los ovocitos en bovino persiste hasta tres ciclos estrales

después de haberse presentado el estrés calérico.?

El estrés caldrico también se ha relacionado con la apoptosis del ovocito
en bovino.'' Dado que los ovocitos pueden sufrir apoptosis en etapas
tempranas del desarrollo folicular, Roth y Hansen'' han sugerido que la
apoptosis puede ser la causa de la persistencia del efecto negativo del estrés
calérico sobre los ovocitos. Al igual que el ovocito, las células del camulo
pueden sufrir apoptosis en respuesta a estrés calérico de corta duracion.*? El
dafio a las células del cumulo podria provocar que la sefializacién de la que
depende el proceso de maduracién, y la prevenciéon del envejecimiento
prematuro en los ovocitos, se viera afectada por lo que pudiera relacionarse

con una maduracion precoz y una vida util corta.

Las ovejas, de forma similar a otros mamiferos presentan cambios en su
fisiologia y en su capacidad de produccion al encontrarse en ambientes aridos.
Entre otros cambios, sus actividades de termorregulacion aumentan para
compensar las altas temperaturas, ademas de haberse reportado cambios de
comportamiento en las ovejas incluyendo el aumento en el consumo de agua,
la disminucion de su ingesta, perturbaciones en el metabolismo de proteinas,

secreciones hormonales y reacciones enzimaticas.™®

La capacidad reproductiva también se ha reportado cdmo comprometida
debido a los cambios metabdlicos asociados con una deficiente utilizacion e
ingesta de alimentos. En ovejas estresadas por calor artificialmente durante la
prefiez, se encontré que los productos presentaban un peso disminuido, al

igual que una talla significativamente menor que en ovejas no estresadas.*
3



Estas diferencias en peso y talla son también observadas en ovejas adultas,*

lo cual es de particular interés para la industria de la produccién de carne de
ovinos. Ademés de la carne, la produccion de leche también se ve afectada

directamente por la exposicién de las ovejas a temperaturas elevadas.™



1.2 Planteamiento del problema.

Una de las necesidades que con mas fuerza estan grabadas en los
seres vivos es la de la reproduccion. En el caso de los humanos, el tema se
vuelve especialmente fascinante por las connotaciones emocionales, evolutivas
y hasta religiosas que posee, por lo que el estudio del proceso de reproduccion
ha sido un tema recurrente en la vida cientifica. Sin embargo, para estudiar
estos procesos a nivel celular, existen limitantes tanto técnicas como éticas por
lo que muchos de los detalles de la vida cotidiana de las células involucradas

se desconocen, entre ellos el proceso de maduracion de los ovocitos.

Aunado a esto, el humano, como la mayoria de las especies, esta sujeto
a las condiciones ambientales y por tanto el medio tiene influencia en la
biologia de las personas. Las ciudades de clima &rido son particularmente
afectadas por el factor temperatura, el cual evidentemente provoca que los
organismos actuen diferente, para ajustarse a las extremas condiciones que se
les presentan. Existe evidencia que indica que una de las funciones que se
puede ver alterada en mamiferos por efecto de la temperatura es la

reproduccién.'®

Estudios recientes realizados en bovinos han encontrado que el estrés
calérico acelera el proceso de maduracion,® disminuye la competencia

meiética’® y afecta negativamente la capacidad del ovocito de ser fertilizado.

El estudio de estos temas se ha visto afectado negativamente debido a
las limitaciones que se presentan al trabajar con humanos. Utilizando un
modelo animal es posible reproducir, en laboratorio, las condiciones necesarias
para observar las consecuencias que genera el cambio de temperatura en
células germinales. Analizar estos factores proveerd una panoramica muy
completa del proceso de maduracion bajo estrés caldrico, lo que en regiones
aridas tiene una amplia gama de posibles aplicaciones que van desde el
mejoramiento en la reproduccién del ganado, hasta la aplicacién en medicina
para optimizar procedimientos de manipulacion de gametos y embriones in

vitro.



Esta bien documentado que las condiciones ambientales en zonas
aridas representan un aspecto poco favorable para la reproduccion de los
animales domeésticos. Entre estas condiciones ambientales podemos
mencionar la temperatura ambiental, humedad relativa, radiacion solar, flujo del
aire, y presion atmosférica. De estos, la temperatura ambiental es el factor
climatico més importante. El impacto de los efectos no deseados del estrés
calérico sobre la reproduccion se ha demostrado en todas las especies de
animales domésticos. Particularmente en el caso de ovinos, resultan un buen
modelo para el estudio de los cambios fisiologicos inducidos por su exposicion
a temperaturas elevadas, y su relacibn con el deterioro del desarrollo
productivo y reproductivo de las ovejas.

Por lo anterior, es importante establecer con mayor precision el origen
de las alteraciones fisiologicas a través de las cuales el estrés caldrico
disminuye la fertilidad en los distintos tipos de ganado, asi como mejorar las
practicas de manejo zootécnico enfocadas en la mejora de la reproduccién del

ganado en zonas aridas.

En la bibliografia existente se pueden encontrar una variedad de criterios
morfolégicos como indicadores del estado de los ovocitos. Sin embargo,
muchos marcadores moleculares aun no demuestran suficiente efectividad. Por
lo tanto, es importante estandarizar los procesos de maduracion in vitro
utilizados para ovocitos ovinos y establecer criterios de evaluacion del estado

de maduracion del ovocito que sean claros y contundentes.

En el presente trabajo se propuso estudiar el efecto del estrés caldrico
en el proceso de maduracion in vitro de ovocitos ovinos, para lo cual se
utilizaron como marcadores de maduracion la expansion de las células del

cumulo y la aparicion del cuerpo polar.

Pregunta de Investigacion

¢,Cual es el efecto del estrés calérico sobre la tasa de maduracién in vitro de

OVOoCitos ovinos?



1.3 Justificacién del estudio.

El estudio que se presenta es parte de un proyecto que tiene como
finalidad comprender la dinamica intracelular del proceso de maduracion de
ovocitos por efecto de elevadas temperaturas. Por cuestiones éticas y de
disefio experimental, este trabajo utiliz6 ovejas domésticas Ovis aries de la
cruza Dorper x Pelibuey como modelo experimental. Esta especie fue
seleccionada debido a que las condiciones de embarazo son similares, en
ciertos aspectos, a las del humano. Ademas, estudios previos relacionados con
la fisiologia de la reproduccion de los humanos, han usado a esta especie
como modelo animal. EI nimero de fetos que concluyen su desarrollo
satisfactoriamente son de uno a dos, la proporcion de masa corporal del
producto y la madre es similar en ambas especies y la respuesta ante el estrés
calérico se considera muy cercana entre ambas especies.?’ Por otro lado, el
acceso a organismos de esta especie y su periodo de gestacion de alrededor
de 21 semanas hacen que el ovino sea un modelo animal ideal para este tipo

de estudios.

Esta investigacion resulta relevante debido a que no se cuenta con
estudios que expliquen los factores del proceso de maduraciébn que son
alterados por el estrés caldrico en ovinos. El estudio de estos factores
proporcionara una vision muy completa y novedosa sobre el proceso de la
maduracién de ovocitos bajo estrés calorico, lo cual tiene posibles aplicaciones
en el mejoramiento de la reproduccion de ganado y en la optimizacion de
técnicas de reproduccion asistida en humanos. Por lo anterior, este trabajo
puede contribuir con informacion valiosa al sector ganadero para
potencialmente prevenir una pérdida econémica debido a la disminucion de la
calidad y cantidad de productos lacteos o carnicos.?*?* Ademas, con el
incremento en el uso de las técnicas de maduracion in vitro en humanos por
especialistas de fertilidad, pudiera abrirse una ventana para la mejora del
proceso de reproduccién asistida, obteniendo mejores resultados con menos

intentos.



Para estudiar la dinamica molecular de los cambios producidos en
ovocitos sometidos a condiciones de estrés caldrico, es esencial que las
observaciones morfolégicas realizadas sean fidedignas y reproducibles,
ademas de que sean congruentes con lo reportado en la bibliografia existente.
En este proyecto se propuso estandarizar los procesos de cultivo y maduracion
in vitro utilizados para ovocitos ovinos, asi como establecer los criterios
morfolégicos de maduracion, para su utilizacion en proyectos futuros orientados
a descifrar la dinamica génica y molecular que produce los cambios en el

proceso de maduracion.



1.4 Objetivos.

1.4.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto de la temperatura sobre la tasa de maduracion in vitro

de ovocitos de ovinos obtenidos en verano e invierno.

1.4.2 Objetivos particulares.

a) Evaluar el efecto de la temporada sobre la coleccion y calidad de
los ovocitos de ovino.

b) Determinar la tasa de maduracion in vitro bajo condiciones de
hipertermia y normotermia, de ovocitos ovinos colectados en
invierno.

c) Determinar la tasa de maduracion in vitro bajo condiciones de
hipertermia y normotermia, de ovocitos ovinos colectados en
verano.

d) Comparar las tasas de maduracion in vitro bajo condiciones de
hipertermia contra condiciones de normotermia, de ovocitos
colectados en invierno.

e) Comparar las tasas de maduracion in vitro bajo condiciones de
hipertermia contra condiciones de normotermia, de ovocitos

colectados en verano.

1.5 Hipotesis.

Hi: La tasa de maduracion in vitro de ovocitos ovinos es afectada

negativamente por condiciones de hipertermia.

Ho: La tasa de maduracion in vitro de ovocitos ovinos no es afectada por

condiciones de hipertermia.



1.6 Operacionalizacion de las variables.

VARIABLE DEFINICION . ESCALA DE
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL MEDICION INDICADORES
DIMENSIONES INDICADORES
Estado fisiologico en que
se encuentra un Normotermia: 38.5
organismo cuando la Normotermia e grados Celsius
Estrés caldrico temperatura del hipertermia Cuantitativa discreta. Temperatura
ambiente es mayor al P ) Hipertermia: 41.5 grados
valor maximo de su zona Celsius.
termoneutral (ZTN).
VARIABLE DEFINICION . ESCALA DE
DEPENDIENTE CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL MEDICION INDICADORES

DIMENSIONES

INDICADORES

Proceso de
maduracion de
0VOCitos ovinos.

En meiosis se le llama
maduracion a la
transicion de profase | a
metafase Il, junto con los
cambios citoplasmicos
que la acomparian.

Expulsion del cuerpo
polar

Expansion de las células
del cimulo

Presente o ausente.

Totalmente expandidas
Parcialmente expandidas
Parcialmente desnudo

Cualitativa nominal

Cualitativa ordinal

Presencia de
cuerpo polar.

Nivel de
compactacion y
espesor de las
capas de células
del cmulo
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MARCO TEORICO
2.1 Maduracién de ovocitos.

Para la fertilizacion sexual es indispensable que cada uno de los
gametos contribuya con la mitad de los cromosomas que finalmente tendra el
individuo generado por su unién. La division celular que permite que los
gametos maduros posean la mitad de la carga genética se denomina meiosis.
Durante el proceso completo de la meiosis, el ovocito pasa por dos divisiones
celulares (meiosis | y 1l) y en cada una de ellas se forma un ovocito secundario
y un cuerpo polar, que es una célula practicamente carente de citoplasma que
migra del centro hacia la periferia celular y que posteriormente se degenera.
Esto permite que de cada célula primaria s6lo se produzca una célula madura,

con la mitad de la carga genética inicial (1n).?*

Figura 2.1 La division meiética y sus fases. La meiosis | reduce la
carga genética de las células resultantes.®

MEIOSIS
Profase Metafase Anafase — Telofase
(2n) (n)
4 3 3
7% } ! 3
© = \ % Y K . 5 | ]
A ¥ X X b

2X

— Citocinesis —

El gameto femenino proviene de una fuente finita de ovocitos primarios
gue se encuentran en los ovarios. Dichos ovocitos comienzan el proceso de
meiosis previo al nacimiento y se detienen en meiosis |, en la fase de diploteno

1,>> que se caracteriza porque el nucleo (llamado vesicula

de la profase
germinal) es de gran tamafo. Previo a la ovulacion, la vesicula germinal migra
a la periferia y se “rompe” permitiendo que termine la meiosis I, con lo que se
crea y expulsa un cuerpo polar (Fig. 2.2). Este proceso se conoce como
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rompimiento de la vesicula germinal (GVBD por sus siglas en inglés). Con esto
da inicio la meiosis Il, la cual se detiene en la etapa llamada metafase Il, justo
antes de la division celular con la subsecuente creacion del segundo cuerpo
polar ®®. A la transicion de profase | a metafase I, junto con los cambios

citoplasmicos que lo acompafian, se le denomina maduracién.?

Figura 2.2 Ovocitos antes y después de la ruptura de la vesicula
germinal.?®

A Immature oocytes After maturation

BD complclcd 15

La maduracion del ovocito se puede dividir en meidtica y citoplasmica.
La maduracion meibtica se refiere basicamente a que el ovocito terminara la
meiosis |, con lo que se expulsard el primer cuerpo polar; de profase | pasara a
metafase Il donde volveraA a detenerse.’” Dentro de la maduracién
citoplasmatica se consideran cambios tales como la expansion de las células
del cimulo, que se ha visto que tiene relacién con la calidad del ovocito,?® asi
como con la redistribucion de organelos, especialmente los granulos

corticales.”
2.1.1 Expansion de células del camulo.

Durante el proceso que da lugar a un ovocito maduro, éste es
acompafado en su periferia por células secretoras de esteroides que son parte
del foliculo, las llamadas células de la granulosa. Al inicio de la meiosis I, las
células de la granulosa que estan en contacto directo con el ovocito se asocian
con el mismo e inician la secrecion de acido hialurénico. Como estas células
permanecen unidas al ovocito y no al foliculo, se les denomina células del
cumulo® (Fig. 2.3).
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Figura 2.3 Proceso de ovogénesis y desarrollo folicular. Se
aprecia la formacion de los cuerpos polares asi como los diferentes
arrestos meioticos.

Antes del nacimiento

«——— Ovogonia

Mitosis

Ovocito primario —69

l Foliculo primario

Arresto en profase | O

Infancia l l

Cada mes (desde adolescencia

' hasta menopausia) %

Arresto en profase |

‘ Foliculo secundario
Meiosis | retomada (solo
un ovocito al mes) Foliculo Graaf

@ «— Ovocito secundario (arresto
Primer cuerpo polar (

| en metafase Il)
\ Ovulacion - > l

*El primer cuerpo polar puede
continuar a meiosis II, formandose
hasta 3 cuerpos polares, sin
embargo todos degeneran.

Meiosis |l finalizada si O

espermatozoide penetro

Segundo cuerpo polar @ Ovulo

Después del pico pre-ovulatorio de la hormona luteinizante (LH), las
células murales del cumulo secretan proteinas tipo factor de crecimiento
epidérmico (PEGF). Las PEGF, especialmente anfiregulina (AREG) vy

epiregulina (EPR), inducen la maduracién del ovocito®>3!

y juegan un papel
importante en el GVBD y la expulsién del primer cuerpo polar®:. Se ha visto que
in vitro, tienen igual efectividad que la LH, aunque la maduracion se da de
manera mas rapida. Este efecto sélo se ha observado en ovocitos con cumulo
o dentro del foliculo. El funcionamiento de este mecanismo de sefializacion aun
se desconoce, aunque se cree que es mediado por las uniones comunicantes
de las células del cimulo®. Las células del cimulo no sélo se consideran

importantes en el proceso de maduracion; existe evidencia que sugiere que
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protegen a los ovocitos contra temperaturas elevadas en porcinos y bovinos.
3,33

2.1.2. Redistribucién de los granulos corticales.

Los granulos corticales (CG) son organelos secretores especializados
que se encuentran inicialmente distribuidos en el citoplasma de los ovocitos.
Cuando un ovocito madura, los CG migran hacia la membrana celular (Fig.
2.4). Si un espermatozoide penetra al ovocito, se produce la exocitosis del
contenido de los CG, modificando la zona pelucida e impidiendo la penetracion
de otro espermatozoide. Esto es llamado bloqueo a la polispermia y es

indispensable para lograr una fertilizacién normal en los mamiferos.®*

Figura 2.4 Migracién de los granulos corticales durante la
maduracién ovocitaria. >

ECM (with HA)

_cc == S o2

Fertilization

CC = cumulus cells 1°PB = primary polar body
CG = cortical granules 2° PB = secondary polar body
ECM = extracellular matrix ~ PVS = perivitelline space

HA = hyaluronic acid ZP = zona pellucida

2.1.3. Apoptosis

Todas las células tienen la capacidad de reproducirse por medio de una
division mitdtica, sin embargo, ese proceso puede fallar cuando el ADN u otros
elementos criticos son daflados de forma que la replicacion del ADN se
detenga. Si el dafio es particularmente severo la célula se hincha y ocurre lisis
liberando su contenido al ambiente, esto se conoce como necrosis. En algunos

casos la célula dafiada puede iniciar un mecanismo genético y bioquimico para
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controlar su propia muerte, produciendo un encogimiento de la célula y su
posterior fragmentacion. Estos fragmentos pueden ser digeridos por otras
células. A este proceso de “suicidio celular” se le llama apoptosis.*

En cada ciclo estral in vivo, unos cuantos ovocitos comienzan el proceso
de crecimiento preparandose para una posible ovulacién, lo que se llama
foliculogénesis y se presenta en ondas de crecimiento folicular (3 a 4 ondas por
ciclo en ovejas).®” De estos ovocitos sélo uno o unos pocos, dependiendo de la
especie, seran ovulados y tendran la oportunidad de participar en el proceso de
fertilizacion. El resto de los ovocitos presentes en la onda de crecimiento son

desechados mediante apoptosis.®
2.2 Estrés caldrico.

Todos los organismos utilizan estrategias para adaptarse a los factores
gue definen el ambiente en el que viven. En el caso de la temperatura los seres
vivos siguen dos planes biologicos. Por un lado existen organismos cuya
temperatura depende de la temperatura ambiente en el que se desenvuelven,
por lo cual se considera que su temperatura corporal es variable. Aunque sus
procesos metabdlicos producen calor, no les es posible retenerlo 0 no es
suficiente para que los tejidos se calienten. Estos organismos se conocen como
ectotermos.® Por otro lado, los organismos homeotermos son los que pueden
regular su temperatura corporal de forma que se mantenga constante
independientemente de la temperatura ambiental. Otra forma de decirlo es que
la temperatura interna del organismo no depende de la temperatura del

ambiente.*°

La zona termoneutral (ZTN) es el rango de temperatura dentro del cual
la temperatura interna de un organismo homeotermo se mantiene, sin
necesidad de estimular mecanismos de enfriamiento o de calentamiento como
reflejo. Cuando un organismo se encuentra en una temperatura ambiental por
encima del limite maximo de la ZTN, se considera que se encuentra en un

estado de estrés caldrico.** La severidad del estrés caldrico es determinada
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con el indice de temperatura-humedad (ITH) el cual se obtiene con la siguiente

formula:*?

ITH = db -C - {(0.31 - 0.31 HR)(db °C — 14.4)}

donde db es la temperatura seca en °C y HR es la humedad relativa.

De acuerdo con el valor de ITH, se consideran 4 niveles de severidad

del estrés calorico, los cuales se presentan en la tabla 2.1:

Tabla 2.1 Severidad del estrés calérico de acuerdo con el ITH.*®

ITH Severidad
<22.2 Ausencia de estrés calorico
22.2 - <23.3 Estrés caldrico moderado
23.3-<25.6 Estrés calorico severo
>25.6 Estrés caldrico extremo

2.3 Ovis aries

La oveja Ovis aries es un mamifero, cuadripedo, ungulado, rumiante
doméstico, usado como ganado principalmente para la obtencion de lana,
carne y leche. Esta especie es el resultado de la domesticacién de Ovis
orientalis musimon. El término oveja es ampliamente utilizado para referirse a
los miembros de esta especie, sin embargo, aplica sélo para hembras adultos;
al macho adulto se le llama carnero y a los organismos de menos de un afio se

les conoce como corderos.*®

2.3.1 Habitat y alimentacion.

Ovis aries es una especie extremadamente versatil y por lo tanto puede
existir en una amplia variedad de habitats, incluyendo las montafias templadas,
bosques e incluso condiciones desérticas;* puede sobrevivir con una dieta que
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incluya celulosa, almidén o azucar como su Unica fuente de energia y una
fuente de nitrégeno que no necesariamente sea proteina. En general se
alimentan de pastos y se les puede alimentar con una variedad de heno y

avena.

Durante el pastoreo las ovejas ingieren una gran cantidad de alimento
en un periodo corto de tiempo y después se retiran a descansar y mastican de
nuevo la materia ingerida. El estbmago de Ovis aries es grande y complejo,

capaz de digerir alimentos fibrosos que otras especies no pueden.*
2.3.2 Reproduccion.

El borrego se reproduce por temporadas. Las ovejas son fértiles durante
el otofio y el invierno, con ciclos estrales de entre 14 y 20 dias. Las hembras
permanecen en celo por aproximadamente 30 horas. Los carneros son fértiles
todo el afio y en promedio se utiliza un carnero para fertilizar 25 a 35 hembras
en los criaderos. La gestacion es de aproximadamente 148 dias, finalizando en
primavera. Se producen entre una y dos crias, capaces de mantenerse en pie
en cuestion de minutos. Tanto las hembras como los machos alcanzan la

madurez sexual al afio de vida.*®
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METODOLOGIA
3.1 Tipo de estudio.

Cuantitativo, transversal, experimental y correlacional.
3.2. Caracteristicas de la poblacién de ovejas.

Ovejas de la especie Ovis aries cruza de razas Dorper y Pelibuey,
aparentemente sanas, primalas con un peso promedio de 35 kg y 8 meses de
edad. Todos los animales fueron obtenidos de la Unidad Experimental Ovina
del Instituto de Ciencias Agricolas, Universidad Autbnoma de Baja California
(UABC).

3.3 Criterios de seleccién de ovocitos.

3.3.1 Unidad de andlisis:

Ovocitos ovinos.

3.3.2. Criterios de inclusion:

Complejos cumulo-ovocito (COC) provenientes de foliculos antrales, con
un diametro de 3 a 5 mm, con por lo menos tres capas compactas de células
de cumulo distribuidas homogéneamente, asi como un ooplasma que muestre
granulacién uniforme.

3.3.3 Criterios de exclusion.

Complejos cumulo-ovocito provenientes de ovarios con patologias

visibles.

3.3.4 Criterios de eliminacion.
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Complejos cumulo-ovocito dafiados por manipulacion.

3.4 Instrumentos.

Para el control del manejo de los COC dentro del laboratorio y con el fin
de tener un uso mas organizado del mismo, se disefiaron formatos para
organizar el uso de la incubadora (Anexo 1) con la finalidad de reducir la

probabilidad de error por confusion en el area de trabajo.

Ademas se disefié una hoja para registrar los resultados obtenidos en el
momento (anexo 2), donde se incluye también un resumen de las

caracteristicas citoplasmaticas de los ovocitos para consulta rapida.

3.5 Procedimientos de laboratorio.

3.5.1 Manejo de las ovejas y extraccion de ovarios.

Se obtuvieron ovarios ovinos en el rastro experimental del Instituto de
Ciencias Agricolas de la UABC, durante dos periodos: el primero (considerado
como invierno) corresponde a los dias del 18 al 27 de febrero y el segundo

(considerado como verano) del 16 al 27 de octubre del afio 2014.

Las corderas utilizadas se manejaron siguiendo las normas aprobadas
en México para el cuidado (NOM-051-ZO0-1995) y el sacrificio humanitario de
los animales (NOM-033-Z00-1995). Se utilizaron ovejas primalas cruzadas de
Dorper x Pelibuey, con un peso de 35 kg y 8 meses de edad. En general, e
independientemente del periodo del afo, el manejo de las ovejas, su
alimentacion y el procedimiento para extraer los ovarios fueron similares. Las
ovejas se mantuvieron estabuladas en corral, equipados con comederos,
bebederos y sombra. Diariamente se les ofrecié agua ad libitum, al igual que el
alimento, el cual consistio de una dieta de engorda (2.8 Mcal de EM/kg de
materia seca y 13.0 % de proteina cruda; de acuerdo con las recomendaciones

del National Research Council en 2007), formulada con 11.5% de paja de trigo,
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12% de heno de alfalfa, 71% de grano de trigo molido, 3% de semilla de

algoddn, 1% de piedra caliza, 1% de ortofosfatos y 0.5% de sal comun.

Para extraer los ovarios, todas las corderas fueron sacrificadas usando
el método de deguelle en el Taller de Carne del ICA-UABC. Posteriormente, un
corte transversal en el vientre bajo fue realizado para exponer el tracto
reproductor, el cual se cort6 a la altura del cérvix para extraerlo. Se
identificaron los ovarios y con la ayuda de una tijera fueron separadas del tracto
e inmediatamente colocados en un termo con soluciéon salina (Cloruro de sodio
al 0.9%; solucion CS Pisa®) a una temperatura de 37.5°C, para ser trasladados
al Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina Mexicali de la
UABC, donde se obtuvieron los complejos cumulo-ovocito (COC). El tiempo
transcurrido entre la obtencion de los ovarios y la obtencién de los COC en el

laboratorio no excedié de una hora.
3.5.2 Obtencion de COC.

Los COC fueron obtenidos mediante la técnica de corte de foliculos (Fig.
.1) de acuerdo con lo descrito por Shirazi et. Al “®. Solamente fueron extraidos
los COC provenientes de foliculos antrales, con un diametro de 3 a 5 mm. Los
COC se mantuvieron a 37°C en medio TCM199 adicionado con HEPES al 25
mM, alcohol polivinilico (PVA) al 0.1% m/v y heparina 10 mM a (medio de
colecciébn). Se evalu6 la morfologia de los COC mediante un
estereomicroscopio, eligiéndose para experimentacion aquéllos que
presentaron por lo menos tres capas compactas de células de cumulo
distribuidas homogéneamente, asi como un ooplasma con granulacion

uniforme.
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Figura 3.1 Obtencién de Complejos Cumulo-Ovocito mediante

técnica de corte.

A partir de este paso, los COC fueron manipulados utilizando un
microdispensador o un instrumento de aspiracién (Fig. 3.2), que consiste en
una via para venoclisis a la cual se le adapto un filtro millipore y una punta para
micropipeta en cada extremo. Una de las puntas se utilizé como boquilla para
aspirar utilizando la boca, y la otra punta se utiliz6 para sostener una pipeta
Pasteur, la cual fue modificada utilizando fuego para alargar su punta y hacerla

mas delgada.

Figura 3.2 Instrumento de aspiracion de COC.
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3.5.3 Maduracién de ovocitos in vitro.

Los COC elegidos fueron obtenidos, capturados y lavados 2 veces en
medio TCM199 adicionado con heparina 10 mM y PVA al 0.1% m/v (medio de
manipulacion). El lavado consistié en colocar 3 gotas de 100 puL de medio de
manipulacion en una caja Petri de 60 mm y transferir los COC de una gota a
otra. Una vez lavados, los COC fueron trasladados, a cajas de cultivo NUNC de
4 pozos, colocando un maximo de 20 COC en cada pozo conteniendo 450 pL
de medio TCM199, el cual incluyé PVA 0.1% m/v, D-glucosa 3.05 mM, piravato
100 mM, L-cisteina 157 mM, penicilina/estreptomicina, FSH, EGF y LH (medio
de maduracion). Una vez que los COC fueron colocados en el medio de
maduracion en las cajas de cultivo, se adicionaron 450 pL de aceite mineral en
cada pozo para prevenir su deshidratacion. Para evaluar la maduracién de los
ovocitos, las cajas de cultivo NUNC conteniendo los COC seleccionados fueron
incubadas durante 24 horas en una atmoésfera himeda con 5% de CO,*"*® ya
sea en condiciones normotérmicas (37°C) o condiciones hipertérmicas (41.5°)

dependiendo el experimento a realizar.

3.5.4. Evaluacion del nucleo y cuerpo polar

Con base en lo reportado por Ebeling et al.*’ y Chen et al*®, los COC
seleccionados se cultivaron por 24 horas, para evaluar su proceso de su

maduracion.

Después de cada periodo de cultivo, los ovocitos contenidos en un
mismo pozo de la caja NUNC, se denudaron mediante su transferencia a 200
ML de hialuronidasa y la aplicaciobn de agitacion con vortex. Los ovocitos
denudados fueron lavados dos veces en una solucion tampén de fosfatos
(PBS), y posteriormente transferidos a portaobjetos concavos para su

observacion al microscopio.
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Figura 3.3. Apariencia de un ovocito maduro. La flecha indica la
presencia de un cuerpo polar (CP).

3.5.5 Evaluacion de la expansion de las células del cimulo

La expansion de las células del cimulo se evalué en ovocitos cultivados
por 24 horas, y mediante un microscopio de contraste de fases a una
magnificacion de 200X y 400X. Se calificaron utilizando la clasificacion de

Alvarez et al.; %°

e Completamente expandidos: células del cumulo ampliamente
expandidas con gran cantidad de matriz extracelular elastica, con
citoplasma granular homogéneo, y con 4 0 mas capas de células del

cumulo.

¢ Parcialmente expandidos: células del camulo ligeramente expandidas
con escasa matriz extracelular, con citoplasma granular homogéneo,

y con dos o tres capas de células del cumulo.

e Parcialmente denudados: solo algunas células del cumulo

permanecieron adheridas al ovocito, ovocitos parcial o totalmente
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denudados, o con las células del cumulo expandidas y con el

citoplasma no homogéneo y oscurecido.

Figura 3.4. Clasificacion de la expansion de las células del
cumulo. (A) células del camulo totalmente expandidas, (B) células
del cumulo 5g)arcialmente expandidas y (C) ovocitos parcialmente
denudados.”

3.6. Datos climaticos

El ICA cuenta con una estacion meteorolégica a través de la cual se
registré, cada hora y todos los dias durante el desarrollo del presente proyecto,
la velocidad del viento, radiacién solar, temperatura ambiental y humedad

relativa.
3.7 Analisis estadistico.

Los resultados se analizaron con el programa de computo SAS
(Statistical Analysis Systems Institute) y se utiliz6 x> como procedimiento de

analisis estadistico. Las diferencias encontradas se consideraron como

significativas si p fue menor a 0.05.
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RESULTADOS

Para poder iniciar los experimentos, se estandarizaron las técnicas de
colecta y maduracion por lo que inicialmente se programd una serie de
experimentos utilizando ovarios y ovocitos bovinos. Durante las fechas de
mayo a octubre del 2013 se hicieron ajustes en las concentraciones de gases
en la incubadora, optimizacion de la preparacion de medios y se ajustaron
algunos procedimientos que estaban generando enlentecimiento en el manejo
de los complejos cumulo-ovocito. Contamos con la asesoria de la Dra.
Alejandra Soberano, de la Universidad Michoacana de San Nicolas Hidalgo,

para la estandarizacion e inicio de los experimentos con bovinos.

El presente estudio incluyo el andlisis de un total de 371 ovocitos ovinos
recuperados de corderas provenientes del rastro experimental del Instituto de
Ciencias Agricolas de la UABC. Se utilizaron un total de 62 ovejas primalas
cruzadas de la cruza Dorper x Pelibuey, 24 en febrero y 38 en octubre, las
cuales presentaron un peso de 35 kg y 8 meses de edad (tabla 4.2). En
general, en ambos periodos del afio, el manejo, la alimentacion y el

procedimiento para extraer los ovarios fueron similares.

Las condiciones climéticas registradas en el periodo experimental de
invierno y verano se presentan en la tabla 4.1. Los promedios de temperatura,
humedad relativa, radiacion y velocidad del viento para invierno fueron
18.04°C, 30.21%, 163.12 W/m? y 1.34 m/s respectivamente; mientras que para
verano fueron 31.70°C, 47.70%, 157.10 W/m? y 1.90 m/s respectivamente. La
combinacion de temperatura y humedad relativa llevé a que el ITH fuera de 17
y 28 unidades para invierno y verano, respectivamente. En general, la
temperatura ambiental fue mayor en verano que en invierno, lo cual se reflejé
en un mayor ITH para verano (~11.4 unidades mas). Por lo tanto, se podria
considerar que las condiciones ambientales de verano fueron suficientes para

provocar un estrés térmico a los ovinos estudiados.
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Tabla 4.1 Condiciones climaticas en los periodos experimentales.

Invierno Verano
Prom DE Max Min Prom DE Max Min
Temperatura (°C) 18.04 4.90 27.89 5.89 31.70 5.60 4430 12.90
Humedad Relativa (%) 30.21 1591 87.10 8.14 47.70 25.70 100.00 5.30
Radiacion (W/mz) 163.12 235.10 825.00 0.00 157.10 288.90 1019.00 0.00
Vel. del viento (m/s) 1.34 0.84 6.98 0.00 2.20 1.90 10.40 0.00

ITH (unidades) 17.51 -- -- -- 28.90 == - -

ITH= indice de temperatura y humedad. DE= Desviacion estandar

En la tabla 4.2 se muestran resultados del material colectado para el
experimento durante las épocas de invierno y verano. En invierno se colectaron
48 ovarios provenientes de 24 ovejas, mientras que en verano fueron 76
ovarios obtenidos de 38 ovejas. En general, se colectaron 118 ovocitos en

invierno y practicamente el doble (253) en verano.

Tabla 4.2 Conteos y porcentajes de ovocitos totales colectados en
las épocas de estudio.

Epoca del afio

Invierno Verano
Ovejas (n) 24 38
Ovarios colectados (n) 48 76
Ovocitos colectados (n) 118 253
Ovocitos/oveja (n) 491 6.66
Ovocitos/ovario (n) 2.45 3.33

En la tabla 4.3 se muestran los resultados de los tipos de ovocitos
colectados en invierno y verano. En verano se colectaron 70% mas de ovocitos

clasificados como buenos, comparado con invierno. Aunque del total de
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ovocitos colectado en cada época, se encontré que en invierno (80/118
ovocitos) la proporcion de ovocitos clasificados como bueno fue 14% mas que
en verano (136/253 ovocitos). Esto llevé a que en invierno también se obtuviera
mayor numero de ovocitos de buena calidad por oveja y por ovario. En el caso
de ovocitos clasificados como malos, se encontré que el nUmero fue mayor en
verano que en invierno. Cuando se calculé la proporcion de estos ovocitos
basado en el numero colectado por época, asi como el nimero de estos
ovocitos por oveja y ovario, se observo que fue ligeramente mas elevado en

verano que en invierno.

Tabla 4.3 Ovocitos colectados en las épocas de estudio.

Epoca del afio

Invierno Verano

Ovocitos colectados (n) 118 253
Ovocitos buenos

Conteo (n) 80 136

Porcentaje del total (%) 67.80 53.75

Ovocitos/oveja (n) 3.33 2.19

Ovocitos/ovario (n) 1.66 1.09
Ovocitos malos

Conteo (n) 38 117

Porcentaje del total (%) 32.20 46.24

Ovocitos/oveja (n) 1.58 1.88

Ovocitos/ovario (n) 0.79 0.94

Ovaocito bueno= Ovocitos con por lo menos 3 capas del cimulo distribuidas homogéneamente.

Ovocito malo= Ovocitos con menos de 3 capas del cimulo.

En la tabla 4.4 se muestran los resultados del efecto de la temperatura
sobre la maduracion in vitro de COC de ovinos colectados en invierno. La tasa
de ovocitos expandidos totalmente (0 vs. 52.2%) o desnudos (20.6 vs. 47.8%)
fue mayor en el proceso de maduracion bajo condiciones de hipertermia que en
normotermia (P<0.05). La temperatura de normotermia incrementé
significativamente (p<0.05) el porcentaje de ovocitos con expansion parcial de
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las células del camulo. En el caso de presencia de cuerpo polar como criterio
de maduracion del ovocito, se observo un incremento de un 27.3% en la
maduracion de ovocitos en condiciones de normotermia que en hipertermia
(P<0.05).

Tabla 4.4 Efecto de la temperatura sobre la maduracion in vitro de

ovocitos de ovinos durante la época de invierno (n= 70).

Normo termia  Hipertermia
Nivel de expansion
Ovocitos (n) 34 46
Totalmente expandido (%) 0.0(0/34)a 5217 (24/46)b
Parcialmente expandido (%) 79.41(27/34)a 0.0 (0/46)b
Parcialmente desnudo (%) 20.59 (7/34)a  47.82 (22/46)b
Cuerpo polar
Ovocitos (n) 29 41

Cuerpo polar (%) 51.72 (15/29)a  24.40 (10/41)b

Normotermia= 38.5°C. Hipertermia= 41.5°C
Diferentes letras (a y b) en la misma fila = hay diferencia significativa (p<.05)

En la tabla 4.5 se muestran los resultados del efecto de la temperatura
sobre la maduracion in vitro de ovocitos de ovinos colectados en verano.
Independientemente de la temperatura de maduracion, no se encontraron
ovocitos que expandieran totalmente sus células del cumulo (P>0.05). No
obstante, el porcentaje de ovocitos expandidos parcialmente fue mayor bajo
condiciones de hipertermia que de normotermia (40.5 vs. 90.4%, P<0.05). En el
caso del porcentaje de ovocitos desnudos fue mayor en condiciones de
maduraciéon de normotermia que de hipertermia (9.6 vs. 59.5%, P<0.05). El
porcentaje de ovocitos con cuerpo polar no resulté significativamente diferente

por efecto de la temperatura de maduracion (P>0.05).
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Tabla 4.5. Efecto de la temperatura sobre la maduracion in vitro de

ovocitos de ovinos durante la época de verano (n=112).

Normo termia  Hipertermia
Nivel de expansion
Ovocitos (n) 84 52
Totalmente expandido (%) 0.0 (0/84)a 0.0 (0/52)a
Parcialmente expandido (%) 40.48 (34/84)a 90.38 (47/52)b
Parcialmente desnudo (%)  59.52 (50/84)a  9.62 (5/52)b
Cuerpo polar
Ovocitos (n) 64 48

Cuerpo polar (%) 40.63 (26/64)a  31.25 (15/48)b

Normotermia= 38.5°C. Hipertermia= 41.5°C
Diferentes letras (a y b) en la misma fila = hay diferencia significativa (p<.05)
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CAPITULO V
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DISCUSION DE RESULTADOS, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1 Discusién de resultados

De forma sintética, podemos considerar tanto la presencia del cuerpo
polar como el tipo de expansion de las células del cimulo como indicadores de
maduracion en un ovocito; sin embargo la informacién arrojada por uno no
tiene el mismo significado que el otro. El tipo de expansion de las células del
cumulo nos brinda informacion sobre el progreso de la maduracion, el cual se
encuentra mediado en parte por células del cumulo, por medio de
comunicacion a través de uniones comunicantes. Por otro lado la expulsion del
cuerpo polar es un resultado directo de la finalizacion de la primera division
meidtica, lo cual significa que la maduracion nuclear ha concluido
exitosamente. En este estudio se consideraron ambas variables para
determinar una tasa de maduracién individual para cada variable, aunque
finalmente se considera a un ovocito como maduro si se confirma la presencia
de cuerpo polar siguiendo el ejemplo de los criterios utilizados en reproduccion

asistida en humanos.*®

Antes incluso de analizar los resultados de maduracién, se pudo
observar una diferencia entre las proporciones de ovocitos de buena calidad
colectados en invierno con respecto al verano. Si bien en verano la cantidad de
ovocitos obtenidos fue mayor, al comparar los porcentajes de ovocitos de
buena calidad con invierno se observa que en invierno es mayor, estos
resultados coinciden ademas con el hecho de que la proporcion de ovocitos
que se consideran de mala calidad fue mayor en verano que en invierno. En
estudios previos se ha reportado que a mayor nimero de ovocitos de buena

calidad, mejor tasa de maduracién.>*

En el caso de la expulsion del cuerpo polar, se encontr6 en los
resultados que tanto en invierno como en verano la tasa de maduracion fue
significativamente afectada por la temperatura de maduracion in vitro,
apoyando la aceptacion de la hipétesis. Lo anterior coincide con lo reportado en

experimentos con ovinos®? y con otros animales como los bovinos, en quienes
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la eficiencia reproductiva de las hembras se ve comprometida al alterarse la
secrecién de progesterona, LH y FSH obstaculizando el crecimiento folicular.>®
Ademas se ha reportado que la secrecion de estradiol a partir del foliculo pre-
ovulatorio se ve disminuida, por lo que la fertilidad de las hembras durante
verano disminuye drasticamente.>* En estudios realizados sobre la integridad
de la membrana celular de ovocitos porcinos, a través de inmunomarcaje, se
pudo concluir que los ovocitos madurados en condiciones hipertérmicas
muestran un reducido inmunomarcaje el cual lleva a una capacidad de
fertilizacién reducida.* Estos cambios en la morfologia ovocitaria y en su
sefalizacion hormonal influyen en la calidad de los ovocitos inmaduros, por lo
que la disminucion de la tasa de maduracion evaluada a través del cuerpo polar

pudiera ser una posible consecuencia de los cambios.

Si bien es cierto que los ovocitos pueden transcribir genes para
proteccién contra el estrés calérico (principalmente HSP70), tanto en bovinos
como en ovinos la actividad transcripcional de los ovocitos se inactiva cuando
su foliculo alcanza ~3 mm de diametro, por lo que todas las respuestas
celulares que el ovocito puede producir bajo temperaturas elevadas se limitan a
los que no involucran transcripcion; por lo que no pueden, por ejemplo,
incrementar la sintesis de HSP70.%. Esta restriccion transcripcional es inhibida
hasta que un ovocito maduro es fecundado y llega a un estado de embrion
bicelular, momento en el cual ademas de HSP70, se produce HSP71 y
pequefias cantidades de HSP68.3

Por otro lado, aunque el ovocito se encuentra transcripcionalmente
inactivo, las células del cumulo no parecen verse afectadas de la misma
manera. Los COC porcinos sometidos a condiciones hipertérmicas no se ven
afectados significativamente al evaluar la segmentacibn embrionaria y
blastulacion de los embriones producidos a partir de su fertilizacion; ademas, al
retirar las células del camulo los ovocitos disminuyen la sintesis proteica,
siendo este efecto mayor en condiciones hipertérmicas.® Asimismo, el
desarrollo y sintesis proteica de las células del cimulo no son afectados por los
niveles de progesterona ni FSH, y si bien si presentan receptores de

membrana para LH, el camulo inicia su diferenciacion antes del pico de LH que
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dispara la ovulacién.>® Por lo tanto, la respuesta hacia condiciones de
hipertermia de un COC en proceso de maduracién se sugiere dependiente de

las células del cumulo.

En el caso de la evaluacion del tipo de expansion de las células del
cumulo, en el presente estudio se encontraron discrepancias en los resultados
obtenidos. En invierno la tasa de COC desnudos fue significativamente mayor
en condiciones hipertérmicas como se anticipaba de acuerdo con estudios
realizados en porcinos.® Sin embargo el aumento de temperatura in vitro no
parecié tener un efecto negativo en la expansion total de las células del
cumulo, encontrdndose una tasa significativamente mayor en condiciones
hipertérmicas con respecto a condiciones normotérmicas. Contrariamente, la
maduracion de ovocitos en condiciones de normotermia fue favorecida. Esto
pudiera deberse a la independencia hormonal de la respuesta hacia hipertermia
en las células del cumulo con respecto al ovocito, pues las condiciones
hipertérmicas pudieron haber intervenido en el ovocito de una manera mas
deletérea que en las células del cimulo, las cuales estarian funcionando como
un termoprotector. Las células del cumulo pudieran manejar el exceso de
temperatura y expandirse mientras el ovocito suprimia la sintesis proteica,
entre otras la del acido hialurénico, esencial para mantener a las células del
cimulo unidas al ovocito,*® y la de la HSP70 que funciona como termoprotector
intracelular. La falta de &cido hialurénico explicaria la diferencia de COC
desnudos entre las condiciones experimentales normotérmicas e hipertérmicas.
Es importante recordar que si bien el estrés caldrico produce cambios en los
niveles hormonales, las células del cumulo son capaces de funcionar

adecuadamente con un nivel de LH disminuido.

Si bien ninguno de los COC colectados en verano presentd un camulo
totalmente expandido, las condiciones hipertérmicas parecieron favorecer la
tasa de COC con cumulo parcialmente expandido con respecto a las
condiciones de normotermia in vitro no asi con la tasa de COC desnudos. En
ovejas sometidas a estrés caldrico entonces, las células del cmulo aunque no
expandieron totalmente como en invierno, presentaron una expansion

significativamente mayor al aumentar la temperatura de maduracién in vitro. Si
36



bien esto no coincide con lo encontrado en los experimentos que evaluaron la
expulsion de cuerpo polar, existe evidencia de adaptacion a climas aridos en
ovejas de pelo. Se ha propuesto que las ovejas de pelo al haber sido
trasladadas desde lugares mediterrdneos hacia regiones aridas se han

aclimatado a condiciones de estrés calérico,””>®

y aunque no se han deducido
completamente los mecanismos utilizados para lograrlo, se ha sugerido que
tanto el incremento en la tasa respiratoria®® como el fotoperiodo® juegan un

papel importante en su estrategia de manejo y disipacion de calor.

Endocrinolégicamente se ha reportado que ovejas Pelibuey en regiones
aridas presentan estros y ovulacion en proporciones similares durante el

verano y el otofio,>®

aunque la funcionalidad del cuerpo luteo disminuyd en
ovinos a temperaturas elevadas® corroborando los datos que indicaban la
disminucion en la produccién de LH. En el caso de ovejas aclimatadas se ha
encontrado que aunque los individuos sintetizan HSP70,>® el desarrollo folicular
se puede ver obstaculizado por el estrés calérico;®* aunque la reproduccién de
estas ovejas no se ve comprometida por las temperaturas elevadas durante el

verano.>®

En las ovejas entonces, las células del cimulo se encuentran activas
produciendo proteinas, entre ellas la HSP70, aun con los niveles de LH
disminuidos por lo que el cumulo puede comenzar su diferenciacion y
expansion; ademas de fungir como termoprotector. Al mismo tiempo, el ovocito
se encuentra en un arresto transcripcional, por lo que no sintetiza HSP70 para
protegerse de las altas temperaturas ni acido hialurénico para mantenerse
unido al camulo. Esto explicaria porque hubo expansién de células del camulo

pero no en la misma escala que durante el invierno.

37



5.2 Conclusiones

La temperatura afecta negativamente la tasa de maduracion in vitro de
ovocitos ovinos de pelo. En este trabajo se pudieron cumplir con los objetivos
tanto generales como los particulares, determinando y comparando las tasas
de maduracion para ovocitos madurados en condiciones normotérmicas e
hipertérmicas tanto en invierno como en verano. Estas a su vez pudieron ser
comparadas y analizadas, arrojando como conclusion que siguiendo como
criterio la expansion de las células del cumulo no existe un efecto de la
temperatura sobre la maduracion. Se sugiere que la causa es un proceso de

aclimatacion de especies de ovinos de raza Pelibuey.

Aunado a la disminucion de la proporcion de ovocitos de buena calidad
obtenidos en verano, se concluye ademas que el impacto de la temperatura de
maduracion sobre el proceso de maduracion de los ovocitos es mayor en
verano que en invierno; evidenciado también por los resultados de expansion

de células del cimulo.

Por dltimo, considerando la presencia de cuerpo polar como
confirmacién de maduracién ovocitaria, el cual es el criterio mas importante, se
encuentra que la hipétesis se acepta, pues la expulsion del cuerpo polar se ve

afectada por la temperatura de maduracion.

Ya que los procesos de termorregulacion y los mecanismos de
maduracién de ovocitos son similares en mamiferos, incluyendo borregos y
humanos; los resultados obtenidos son un acercamiento a lo que esperariamos
observar en humanos. De forma que este trabajo pudiera reproducirse bajo
condiciones de laboratorio aptas para reproduccidon asistida humana, puesto
que los ovocitos inmaduros no son usualmente considerados viables y por

tanto son desechados.
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5.3 Recomendaciones

Si bien este trabajo provee informacion con respecto al proceso de
maduracion bajo condiciones de estrés térmico, existe ain mucha informacién
qgue no se conoce al respecto. Es recomendable continuar estudiando los
mecanismos de termorregulacion y su relacion con el funcionamiento de las
células del cumulo, pues pudiera ser un factor clave para que una especie se
adapte a temperaturas elevadas. De igual forma, seria de un enorme valor el
realizar estudios similares en otras regiones aridas geogréaficamente separadas
con la intencion de corroborar que los mecanismos de adaptacion son los

sugeridos aqui.
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ANEXO 2
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