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1.0RGANIZACION DE LA EMPRESA:

> Servicio Regional de Investigacién y Desarrollo Agroalimentario
(SERIDA):

El SERIDA es una entidad publica del Principado de Asturias, que tiene por
finalidad contribuir a modernizar y mejorar las capacidades de Sector
Agroalimentario Regional mediante el impulso y la ejecucion de la investigacion
y el desarrollo tecnolégico agropecuario, forestal y alimentario, para mejorar la
productividad, diversificar el sector y aumentar las rentas de los activos
primarios, redundando en una mejora de la competitividad del sector
agroalimentario asturiano.

Se estructura en los siguientes departamentos y areas:

e Departamento de Administracion y Apoyo.
o Departamento Tecnoldgico y de Servicios.
o Departamento de Investigacion.

El departamento de investigacion se encarga de la gestidn cientifica de los
programas de investigacion y de coordinar las acciones y los medios de la
investigacion con las actividades que se ejecutan en el resto de los
departamentos del SERIDA. Se estructura en seis areas: Sistemas de
Producciéon Animal; Nutricion, Pastos y Forrajes; Sanidad Animal; Genética y
Reproduccion Animal; Cultivos Hortofruticolas y Forestales; y Tecnologia de

Alimentos.



De éstas, la que nos atafie es el Area de Genética y Reproduccion
Animal, situada en el Centro de Biotecnologia Animal de Deva, Gijén, que
realiza, desde hace casi dos décadas, una intensa actividad investigadora en el
campo de las nuevas biotecnologias reproductivas.

Los proyectos de investigacion desarrollados han permitido la puesta a
punto de las técnicas de maduracion, fertilizacion, cultivo de embriones /in vitro,
Ovum Pick-Up (OPU), vitrificacion de embriones y prediccion no invasiva del

sexo del embrion /n vitro.

Las lineas de investigacion actuales en metaboldmica, tienen como objetivo
el desarrollo de sistemas no invasivos de prediccion del sexo y viabilidad del
embrion. La transferencia de embriones bovinos de sexo y/o viabilidad
conocida puede aumentar los beneficios econdmicos de la industria ganadera
mediante la produccion de terneros para las industrias carnicas y de terneras
para las industrias lacteas. Por tanto, el desarrollo de técnicas que permitan la
seleccion del sexo de forma rapida, barata y eficaz de los embriones antes de
su transferencia ayudaria a mejorar el rendimiento de las técnicas de
reproduccion asistida empleadas en ganaderia. Los estudios recientes,
realizados con embriones bovinos, han establecido claras diferencias en el
perfil metaboldomico entre embriones macho y hembra. Esta técnica, que no es
invasiva y es compatible con el comercio internacional de embriones
criopreservados, contribuira a un uso mas eficiente y reducido de las hembras

receptoras en el proceso reproductivo.



» Servicios Cientifico Técnicos (SCTs) de la Universidad de Oviedo:

Son estructuras destinadas a dar soporte a investigadores, equipos y
grupos de investigacion de la Institucion, asi como de otras instituciones
publicas y empresas privadas.

Desde su creacion en 1987, al amparo del articulo 39 de los Estatutos de la
Universidad de Oviedo, su objetivo primordial ha sido la optimizaciéon de los
recursos cientificos de la Institucion, consiguiendo su maximo rendimiento al
hacerlos accesibles a otros investigadores externos.

Los objetivos finales de los SCTs son:

Dar soporte a la investigacion que realizan los investigadores, equipos o
grupos en los departamentos, centros o institutos de la Universidad de
Oviedo, del Hospital Universitario y de cualquier otro organismo publico o
privado.

Desarrollar métodos y técnicas de apoyo a la investigacion de acuerdo con las
directrices de politica cientifica de la Universidad de Oviedo.

Proporcionar formacion cientifica y técnica especializada en los ambitos de
competencia de cada unidad.

Contribuir como elemento activo en las relaciones Universidad-empresa en el
campo del desarrollo de tecnologia y prestacion de servicios, directamente o
en colaboracién con otros servicios de la Universidad.

Prestar especial apoyo a la transferencia de conocimiento a través de las

Empresas de Base Tecnoldgica y Spin off universitarias.



Participar en redes nacionales e internacionales de centros de soporte a la
investigacion
Para cubrir estos objetivos, los SCTs disponen de:
Un personal altamente especializado. Doctores, titulados superiores, etc.
Una infraestructura cientifica moderna. Equipos de alta tecnologia adquiridos
en gran parte en los ultimos 4 a 5 anos.
Una estructura organizativa adecuada cuya célula basica de funcionamiento
es la Unidad relacionada generalmente con una técnica instrumental concreta.
En consonancia con los objetivos presentados, los SCTs desarrollan las
siguientes funciones
Atencion a usuarios y mantenimiento de equipos: Sin duda la tarea mas
importante del personal de los SCTs es la atencion directa a los usuarios, que
dependera en cada caso del grado de destreza del mismo con los equipos
cientificos a wusar. El mantenimiento de los equipos es una de las
responsabilidades habituales del personal de los SCTs, con el fin de mantener
la instrumentacion en condiciones 6ptimas de funcionamiento.
Investigacion Aplicada: Con el fin de aprovechar al maximo la instrumentacion,
aumentar las prestaciones y resolver los problemas planteados por los
usuarios, en los SCTs se prestara especial atencion a la investigacion

aplicada y la puesta a punto de nuevas metodologias.



e Formacion y difusion de conocimientos: Una mision importante de nuestros
SCTs es la de formar e informar a las personas interesadas en el
conocimiento, manejo y posibilidades de las diferentes técnicas de que se

dispone.



1. INTRODUCCION:

En los ultimos anos los problemas reproductivos del ganado vacuno de
leche se han intensificado ya que son una de las consecuencias que tienen los

programas de seleccion genética que se aplican a estos animales para

aumentar su produccion (1-3) (7abla 1).

Leche

Total IA % prenez producida por

vaca/afo (kg)
1991 1.118 968 42,3 7.800
1992 1.250 1.141 39,2 8.000
1993 1.311 1.128 38,5 8.300
1994 1.295 1.103 38,9 8.500
1995 1.332 1.123 36,8 8.900
1996 1.412 1.168 36,3 9.100
1997 1.617 1.326 35,2 9.400
1998 978 785 34,8 9.700
1999 1139 909 34,7 9.900
2000 1.259 985 33,1 10.200

Total 12.711 10.636 37

Tabla 1: Datos de fertilidad en vacas lecheras en el Noreste de Espafa. Extraido
de Lopez-Gatius 2003 (1).

Esta disminucion en la fertilidad es el factor que tiene mayor incidencia en la
rentabilidad de las explotaciones, por ello se esta realizando un gran esfuerzo
en dilucidar sus causas y desarrollar programas de mejora genética que
permitan simultaneamente optimizar la producciéon de leche y la eficiencia

reproductora.



Whates y cols. en 2008 determinaron que la fertilizaciéon del ovocito se
consigue en mas del 90% de las inseminaciones artificiales (IA, inseminaciones
artificiales) que se realizan en vacas lecheras. Sin embargo en las dos
semanas siguientes a la inseminacion se produce la pérdida del conceptus en
mas del 40% de los casos. Ademas, después del dia 28 tras la IA, se producen
pérdidas embrionarias en otro 20% de los casos y en un 5% de las gestaciones
hay también pérdidas fetales durante fases mas avanzadas de la prefiez (4).

La disminucion de la fertilidad es un problema multifactorial que puede
deberse tanto a causas genéticas, ambientales y/o al manejo de los animales
(5, 6). Entre otros factores se ha establecido una correlacion entre el balance
energético negativo (NEB, Negative Energy Balance, balance energético
negativo) en el periodo postparto, el estado nutricional, los tratamientos
farmacolégicos durante la gestacion, la aplicacion inadecuada de técnicas de
reproduccion asistida (ART, Assisted Reproductive Technologies) y el clima
con la disminucion de la fertilidad (1) (Fig. 7). La identificacion de las distintas
variables implicadas permitiria incorporarlas a programas de cria para

conseguir una mejor respuesta selectiva.
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Fig. 1: Causas de disminucién de la fertilidad.

Tradicionalmente, los métodos que se utilizan para mejorar los
rendimientos a nivel reproductivo de las ganaderias de leche, se basaban en
medidas/calculos realizados a partir de la informacién disponible en los
programas de control lechero p.e. intervalos entre partos, tasa de concepciéon o
la tasa de retorno al ciclo del estro tras el parto. Estos datos estan a menudo
incompletos o sesgados por lo que la busqueda de nuevos métodos para
mejorar el rendimiento reproductivo continua (7).

Uno de los factores que se esta estudiando ampliamente con el fin de
aumentar la productividad de las ganaderias de leche es el estado nutricional
de los animales. Las alteraciones en el estado nutricional provocadas por
cambios en la dieta o cambios fisiologicos p.e. periodos de gestacion o

lactancia, causan alteraciones hormonales que provocan alteraciones



metabdlicas y endocrinas que pueden ser cruciales para la funcion reproductiva
(8-10) (Fig. 2).

Durante la lactancia, el gasto energético que supone la produccién de leche
es mucho mayor que el aporte, por tanto se produce un NEB y la consiguiente
movilizacion de las reservas energéticas corporales que afecta al proceso
reproductivo, ya que se produce una anovulacion temporal tras el parto como
una respuesta adaptativa (11). La ovulacién se restaura cuando el balance
energético vuelve a ser positivo. Por ello la competencia de ovocitos y
embriones, y en ultimo término la fertilidad se ve comprometida durante este
periodo (12-13). Existen estudios que indican que una temprana restauracion
de la ovulacion resulta en una mejora de la fertilidad y de la posterior crianza
(14). Ademas también se ha visto que los periodos prolongados de anovulacion
durante el postparto resultan en una disminucion de la fertilidad en el ciclo
reproductivo siguiente. Por tanto resultaria interesante determinar las
relaciones e interacciones entre el estado nutricional y la restauracion de la
ovulacioén tras el posparto.

Con el fin de disminuir la duracién del NEB se suministran dietas con alto
contenido en energia (dietas ricas en almidén que pueden atenuar el descenso
en la concentracion de insulina y glucosa plasmatica y evitar la alta
concentracion de acidos grasos no esterificados (NEFA, non-esterified fatty
acids) durante el periodo de NEB (15). Sin embargo, la alta cantidad de energia

ingerida puede afectar a la dinamica folicular y a la calidad de ovocitos y



embriones de manera directa o indirecta (16). Otra estrategia para aumentar la
fertilidad y, a la vez, aumentar la produccién de leche es suplementar la dieta
con alto contenido en acidos grasos polinsaturados (PUFA, Poliunsaturated
Fatty Acids,); no obstante un inconveniente de esta dieta es que tiene un efecto
negativo para el desarrollo ovocitario (17). Por ultimo, el aumento de la
cantidad de proteinas suministrada en la dieta con el fin de mejorar la fertilidad,
también afecta negativamente a la calidad de ovocitos y embriones a través de

productos generados de su catabolismo como son el NHs* o la urea (11).

NEB: ESTADO
NUTRICIONAL:
A Metabolismo
A Metabolismo
A Endocrinas
A Endocrinas
Afectan al Afectanal FF
| foliculo y calidad del
J primordial ovocito
A \/
FOLICULO 5 FOLiCULO
PRIMORDIAL T DOMINANTE

[y

Fig. 2: Mecanismos por los que el NEB vy el estatus nutricional modifican la calidad

del ovocito.

En los ultimos afos, también se esta realizando un gran esfuerzo en
mejorar la eficiencia de las ART. La aplicacion de las ART ha estado limitada
por la imposibilidad de establecer el mejor momento para superovular e
inseminar hembras donantes y para su transferencia a hembras receptoras. El
principal factor responsable de este problema es la amplia variacion inter e

10



intraindividual en su respuesta ovulatoria a los tratamientos con
gonadotropinas. El éxito o el fracaso de un programa reproductivo o de mejora
genética también dependen del conocimiento del ciclo estral, su fisiologia y los
mecanismos hormonales que lo controlan.

El ciclo del estro es el tiempo que ocurre entre dos periodos estrales y varia
normalmente en 17-24 dias, considerandose 21 dias como promedio. Se

pueden distinguir cuatro fases (7abla 2):

Maduracion
folicular, aumento
Estro 0 10-12 h
de estréogenos y

pico de LH

Ovulacion y
formacion de
Metaestro 1-3 5-7 dias cuerpo hemorragico
que no responde a

PGF2a

Maduracion del

; cuerpo luteo, altos
Diestro 5-18 10-15 dias
niveles de

Progesterona

Regresion del
cuerpo luteo,
Proesto 19-21 3 dias maduracion del
foliculo y aumento

de estrégenos

Tabla 2: Fases del ciclo estral bovino.

El desarrollo de los foliculos de la cohorte esta sujeto a control hormonal;

principalmente depende de los niveles de FSH (hormona foliculo estimulante),

11



estradiol e inhibina. En bovino los foliculos antrales crecen en cohortes en dos
o tres oleadas durante el ciclo estral (18). Durante cada oleada se produce el
crecimiento sincrénico de una cohorte de foliculos de 3-5 mm, entre los cuales
se selecciona uno que se desarrolla como foliculo dominante, el resto sufriran
atresia. El foliculo dominante crecera hasta alcanzar los 15-20 mm, y luego
puede ovularse en un microambiente hormonal adecuado o sufrir atresia
durante la fase lutea debido a la secrecion de progesterona o durante los
primeros estadios de la prefiez (19) (14).

Las claves para entender los mecanismos de seleccion del foliculo dominante
son las siguientes (Fig. 3):

1) los foliculos de una cohorte no son idénticos al mismo tiempo.

2) los foliculos de una cohorte son gonadotropina dependientes y se
volveran atrésicos cuando los niveles de FSH estén por debajo del umbral
necesario para sostener su desarrollo.

3) la secrecidn de FSH es controlada por “feedback” negativo en la
hipd&fisis a través de la interaccion sinérgica entre estradiol e inhibina secretada
por los foliculos grandes de la cohorte.

4) el desarrollo de vascularizacion durante los ultimos estadios del
desarrollo folicular hace que se incremente el suplemento de hormonas, sobre

todo de gonadotropinas a los foliculos grandes.

12



5) la adquisicion de receptores para LH en las células de la granulosa de
los foliculos grandes permite que se hagan menos dependientes de las
fluctuaciones de FSH.

Mediante estos mecanismos, las diferencias funcionales entre los foliculos
de la cohorte se ven acentuadas por el ambiente hormonal, ocasionando la
seleccion de uno o varios foliculos y la atresia del resto. Sélo los foliculos que
contengan células de la granulosa en correcto estado, sometidos al
microambiente endocrino y paracrino adecuado, seran capaces de continuar su

desarrollo hasta la ovulacion (20).

Proestro Estro

B P oo’ er SF P

oo °ss /.\
J

I\

X
12-18 horas 4-5 dias 12-14 dias 3-4 dias
c—

Progesterona o Ovulacion

LH

Estrégenos ‘ Cuerpo hemorragico

FSH

PGF2a Cuerpo liteo maduro

Ovario Cuerpo lateo en proceso de apoptosis
-3 Foliculos reclutados Cuerpo albicans

Foliculo atrésico ’ Foliculo ovulatorio

Fig. 3: Hormonas del ciclo estral bovino.
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El fluido folicular (FF) tiene un papel importante en el desarrollo
ovocitario, ya que proporciona un microambiente que influye en el desarrollo y
calidad de los ovocitos contenidos en ese foliculo. Se compone de un exudado
de plasma y sustancias secretadas por las células de la teca y de la granulosa
(21) y protege al ovocito contra la protedlisis, la extrusién durante la ovulacién y
actuara como tampon ante cambios en la homeostasis. Diversos estudios han
establecido una correlacion entre la calidad del ovocito y el perfil de distintos
metabolitos presentes en el FF tales como acidos grasos (22-23), aminoacidos
(24) y carbohidratos (25).

Los avances en los ultimos anos de las ciencias “-0micas” (desde la
gendmica y transcriptomica hasta la protedmica, o metabolémica) ha permitido
nuevas metodologias para estudiar la fisiologia de mamiferos.
Tradicionalmente el estudio de una enfermedad o la valoracibn de un
tratamiento médico conllevaban su descripcion a nivel fenotipico (evaluacién de
efectos de un farmaco mediante el analisis de los niveles hormonales, numero
de ovocitos recuperados...). Actualmente estas descripciones a nivel fenotipico
continuan utilizandose pero habitualmente son completadas con informacion
obtenida mediante el estudio de genes, proteinas y metabolitos.

En los laboratorios de embriologia, la evaluacion de ovocitos y
embriones se realiza mediante su analisis morfologico, lo que provoca
valoraciones discrepantes debido a la variabilidad inter e intra observador. En

la evaluacion morfoldgica de ovocitos para determinar su viabilidad se valora la

14



presencia de vacuolas en el citoplasma, el citoesqueleto y el grosor de la zona
pelucida. El analisis morfolégico tiene como ventaja ser un método rapido y
barato, pero tiene escaso valor predictivo y una alta subjetividad. Ademas hay
que tener en cuenta, que a veces una buena morfologia no es sinénimo de un
buen estado funcional, ya que a veces embriones que parecen normales
presentan alteraciones genéticas o epigenéticas.

Recientemente, el empleo de diversas técnicas “-06micas” para valorar la
calidad de ovocitos y embriones ha permitido la identificacion de biomarcadores
asociados con su viabilidad (para revision ver Seli y cols. 2010) (26). Estas
nuevas técnicas permiten eliminar el componente subjetivo que conllevan los
analisis morfologicos.

El estudio mediante espectroscopia del medio de cultivo en el que se
desarrollan los embriones humanos, ha permitido establecer una correlaciéon
entre su viabilidad y el metaboloma de su medio de cultivo (metaboloma:
conjunto de pequefias moléculas de bajo peso molecular, < 1 kDa, compuestos
no proteicos, incluyendo intermediarios del metabolismo -aminoacidos,
nucleodtidos y lipidos-, adenosi-trifosfato (ATP), hormonas y otras moléculas
involucradas en la sefalizacion intracelular y metabolitos secundarios que se

encuentran en un sistema bioldgico) (27-28).

El anélisis metabolédmico de muestras bioldgicas puede realizarse mediante

diversas técnicas: (29-30) (7abla. 3).

15



Resonancia magnética y nuclear (NMRS): los pioneros en el uso de esta
técnica fueron Nicholson y cols. en el analisis de biofluidos para el
diagnostico de enfermedades. La NMRS se basa en la propiedad que
poseen algunos nucleos llamada “spin nuclear”. Los nucleos pueden ser
excitados mediante ondas de radio cuya frecuencia dependera del tipo
de nucleo y del ambiente quimico. Cuando el nucleo vuelve al estado
basal tras la relajacion la energia liberada puede detectarse como un
cambio de voltaje en funcién del tiempo. La sefial se convierte en una
frecuencia y se aplica la transformada de Fourier. El resultado es un
espectro con la intensidad en el eje Y y la frecuencia en el eje X. La
intensidad de la sefial de NMR esta directamente relacionada con la
concentracion de los nucleos contenidos en la muestra y cada linea del
espectro representara una determinada molécula dentro de la muestra
(31).

Aunque la NMRS no es una técnica tan sensible como la
espectroscopia de masas (MS) no requiere preparacion de la muestra y
puede analizar tanto sélidos como liquidos. NMRS puede usarse para
estudiar cambios en el metabolismo sobre tejidos intactos. Su mayor
desventaja es la baja sensibilidad y la necesidad de grandes volumenes
de muestra. Para el analisis del FF el volumen de muestra no seria un
problema, ya que suele ser posible disponer de la cantidad suficiente de

muestra.

16



Técnicas de espectroscopia de masas (MS): técnicas con alta
sensibilidad, rapidez y que permiten un andlisis cualitativo y
potencialmente cuantitativo de una amplia poblacién de metabolitos,
incluso si se encuentran a concentracion fisiolégica (del orden de
pmol/L). Pueden usarse solas, o en combinacion con técnicas
cromatograficas (cromatografia liquida, gaseosa, electroforesis capilar o
UPLC). Los analisis por espectrometria de masas requieren una
compleja preparacion de la muestra y el uso de solventes organicos para
su extraccion, lo que puede resultar en la pérdida de algunos
componentes de dicha muestra. La técnica se basa en la obtencion de
iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa. Una vez
obtenidos los iones se separan en funcion de su masa y carga y
finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado. Los
espectros que se obtienen daran una informacién bidimensional que
representan un parametro relacionado con la abundancia de dichos
iones en funcion de la relacién masa/carga de cada uno de ellos.

Técnicas de espectroscopia vibracional: FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) ha alcanzado un gran desarrollo en los ultimos
afos debido a su alto potencial como herramienta de analisis ya que
permite con gran rapidez de un modo no invasivo el analisis de
diferentes muestras sin manipulacién y con una minima cantidad (bastan

0,5 ul). La técnica se basa en que al exponer una muestra a luz roja, los

17



grupos funcionales de los compuestos contenidos en la muestra
absorberan la radiacion y vibraran en una determinada longitud de onda
y esta absorcion/vibracion puede ser correlacionada directamente con
las distintas especies bioquimicas. El resultado del analisis sera un
espectro que puede ser descrito como “huella metabdlica” y es
caracteristica de cada muestra ya que toda sustancia quimica y/o
bioquimica tendra su propia huella metabdlica. Los espectros obtenidos
corresponden con las longitudes de onda del infrarrojo medio (4000-400
cm). Entre estas longitudes de onda vibran los grupos funcionales CHz y
CHzs de los acidos grasos (3050-2800 cm), C=0, NH y C-N de proteinas
y péptidos (1750-1500 cm) y C-O, C-O-C de los polisacaridos (1200-900
cm). Por tanto mediante FTIR podemos analizar acidos grasos,
aminoacidos, carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
polisacaridos simultaneamente. Asi pues aunque esta técnica no es tan
sensible y especifica como la MS permite un analisis rapido, repetible y
simultaneo de los compuestos contenidos en una pequefa cantidad de
muestra sin requerir su manipulacién. La limitacion de esta técnica es la
alta absorcidn del agua, por lo que para el analisis se requiere la
deshidratacion total de la muestra.

Dentro de las técnicas de espectroscopia vibracional también se
incluye la espectroscopia RAMAN que es una técnica fotonica de alta

resolucidn que proporciona informaciéon quimica y estructural de casi
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cualquier compuesto organico y/o inorganico permitiendo asi su
identificacion. El analisis Raman se basa en el examen de la luz
dispersada por una muestra al incidir sobre ella un haz de luz
monocromatica. La técnica consiste en hacer incidir un haz de luz
monocromatica de una determinada frecuencia sobre una muestra cuyas
caracteristicas moleculares queremos determinar, y examinar la luz
dispersada por dicha muestra. La mayoria de la luz que se dispersa
tiene la misma frecuencia que la luz incidente (esta luz se conoce como
dispersion de Rayleigh y no aporta informacion sobre la muestra), pero
una fraccion muy pequefna presenta un cambio de frecuencia resultado
de la interaccion con la materia. Es esta pequefa fraccion de luz la que
se conoce como dispersion Raman o dispersién inelastica y es
caracteristica de la naturaleza quimica y el estado fisico de la muestra y
no depende de la radiacion incidente.

Estas variaciones de frecuencia que se observan en el efecto Raman
son equivalentes a variaciones de energia. Los atomos e iones de las
moléculas estan sometidos a continuos movimientos vibracionales y
rotacionales; estas oscilaciones se realizan a frecuencias determinadas
en funcion de la masa de las particulas que intervienen y del
comportamiento de los enlaces existentes. A cada uno de los
movimientos de la molécula le correspondera un valor determinado de

energia molecular.
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Una de las ventajas de esta técnica es que permite la medicion de
disoluciones acuosas. Esto es debido a que, de entre todas las bandas
Raman que presenta el agua, tan sélo la presente entre 3000 y 3800
cm! tiene una intensidad suficientemente elevada como para poder
enmascarar la presencia de bandas debidas a otras especies (egj. los
solutos). Con excepcion, por tanto, de este intervalo, la espectroscopia
Raman permite la caracterizacion de disoluciones acuosas sin que el
disolvente enmascare la molécula objeto de analisis.

Por contraposicidn, su principal desventaja consiste en la
dificultad de caracterizar muestras fluorescentes, ya que dicho fenémeno
suele traducirse en un elevado fondo en los espectros Raman que
dificultan la identificacion correcta de bandas. Lamentablemente, las
muestras bioldgicas suelen presentar matrices complejas que presentan

elevada fluorescencia.
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Preparacion de
la muestra

FTIR

Analisis directo

RAMAN

Analisis directo

NMR

Utilizacion de
solventes

MS

Extracciéon y
utilizacion de
solventes

Rapidez para
adquirir el
espectro

10s-1min

10s-3min

8 minutos como
minimo

1-3min

Reproductivid
ad (1= baja, 5=
alta)

Sensibilidad
(1= baja, 5=
alta)

Especificidad
(1= baja, 5=
alta)

Analisis de
datos

Requieren procesamiento matematico de los

datos

Coste del
instrumental
(1= baja, 5=

alta)

4/5

Coste por
muestra
(1= baja, 5=
alta)

Identificacion
de metabolitos
(1= baja, 5=
alta)

Tabla 3: Resumen comparativo de las distintas técnicas espectroscopicas.

Estas técnicas espectrométricas se han venido utilizando durante los

ultimos afnos en el diagnostico de enfermedades permitiendo, por ejemplo, la

deteccion de marcadores relacionados con distintos tipos de cancer. Hoy en

dia también se emplean para descartar enfermedades y/o determinar su

evolucion puesto que se han observado diferencias en distintos metabolitos

presentes en los fluidos analizados a través de los espectros obtenidos.
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Otro grupo de enfermedades que han sido estudiadas mediante estas
técnicas son los desérdenes metabdlicos. Las técnicas de MS se han utilizado
para la realizacion de pruebas de cribado en neonatos de un amplio numero de
desordenes metabdlicos como la galactosemia, defectos en los peroxisomas,
deficiencias de creatina, desordenes en la oxidacion de acidos grasos, defectos
en el ciclo de la urea o en el metabolismo de otros aminoacidos (32).

En el campo de la reproduccion humana, se ha establecido mediante
FTIR (33) que existen diferencias bioquimicas en el liquido folicular
perteneciente a los foliculos grandes y a los pequenos. Los espectros
obtenidos, revelan que los foliculos grandes se agrupan en clusters, mientras
que en los pequenos existe una mayor heterogeneidad. Ademas los espectros
revelan que existen diferencias cuantitativas en cuanto al perfil de acidos
grasos y de aminoacidos.

En la especie bovina, Sinclair y cols. en 2008 (34) encuentran mediante
MS que la composicion del fluido folicular esta relacionada con la morfologia
del COC (complejo cumulo-ovocito) y con el desarrollo postfertilizacion /in vitro
hasta el estadio de blastocisto. De todos los aminoacidos presentes en el FF, la
glicina y la alanina serian los que mayor capacidad tendrian para predecir el
desarrollo. Por el contrario la presencia de acido palmitico se ha asociado con
una peor morfologia de COC, por lo que tendria un efecto negativo en la
fertilidad, mientras que el acido estearico estaria relacionado con una buena

morfologia, teniendo por tanto un efecto positivo.
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El analisis mediante MS del FF recuperado de novillas (modelo de alta
fertilidad) y vacas tras su primer parto (modelo de fertilidad disminuida), ha
permitido establecer la existencia de diferencias en el perfil de aminoacidos y
acidos grasos (35). Los resultados obtenidos indican que el acido palmitico y el
estearico estaban en mayor cantidad en el fluido folicular de vacas que en
novillas, al igual que la cantidad de acidos Grasos Saturados (SFA, Saturated
Fatty Acids,) totales. Ademas se vio que el exceso de acido palmitico durante la
maduracion in vitro tenia efecto negativo en la tasa de formacién de
blastocistos (23). El acido palmitico y el estearico también tendrian efecto
negativo en el crecimiento /n vitroy funcién de las células de la granulosa (36).

En el estudio realizado por Matoba y cols. (2012) (37) se analizd si
existia una relaciéon entre el liquido folicular y la competencia del ovocito
mediante espectrometria de masas. Se vio que en cuanto al perfil de acidos
grasos el fluido folicular de ovocitos degenerados contenia mayor cantidad de
palmitato y SFA, coincidiendo con los experimentos de Bender y cols. y Sinclair
y cols. (34-35), y ademas presentaba menor cantidad de acido linolénico que el
fluido folicular perteneciente a ovocitos competentes. Ademas vieron que
existia correlacion entre algunos acidos grasos y el nivel de hormonas como
progesterona. En cuanto al perfil de aminoacidos encuentran que alanina,
glicina y glutamato estan correlacionados positivamente con el desarrollo hasta

blastocisto y la urea tendria una correlacion negativa. Ademas como en el caso
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de los acidos grasos encuentran que existen aminoacidos cuya concentraciéon

depende de los niveles hormonales.

. : ACIDOS
METODOLOGIA AMINOACIDOS ESPECIE REFERENCIA
GRASOS
t palmitato y
SFA totales
Gly, L-Ala, L-glu
. efecto
efecto positivo en el
Espectrometria negativo. Matoba y cols.
desarrollo del Bovino
de masas ) tacido 2012
blastocisto
linolénico
efecto
positivo.
Ala, Gly y L-GIn
. SFA, palmitico
efecto positivo.
y estearico
Espectrometria efecto _ Bender y cols.
Lys baja efecto . Bovino
de masas negativo- 2010
negativo en o
Ac linolénico
desarrollo folicular -
efecto positivo
(cerdos)
Diferencias cuantitativas en el perfil
] . . Thomas y cols.
FTIR de aminodacidos y acidos grasos entre | Humano 2000
foliculos grandes y pequefios. '
t Palmitico
Ala y Gly efecto efecto
positivo. negativo.
. . ) Sinclair y cols.
Cromatografia Glu y Val efecto t Estearico Bovino. 2008
negativo. efecto
Leu efecto negativo. positivo.

Tabla 4: Estudios realizados mediante espectrometria en el campo de la

reproduccion.
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A la luz de estos estudios parece claro que el potencial reproductivo de
ovocitos y embriones esta correlacionado con el perfil bioquimico del fluido
folicular que rodea al ovocito en el ovario en distintas situaciones fisiologicas:
estadios del ciclo estral, etapas de la vida reproductiva de un animal... Por
tanto la puesta a punto de técnicas que permitan el analisis de FF de forma
rapida y barata podria ayudar a mejorar la rentabilidad de las ganaderias
valorando con mayor precision el impacto real de las distintas estrategias que

se utilizan para mejorar la fertilidad p.e cambios en la dieta.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

Mediante espectroscopia FTIR se ha puesto de manifiesto la existencia
de diferencias bioquimicas en el fluido folicular humano procedente de foliculos
antrales de diverso tamafos (Thomas y cols. 2000) (33).

Los objetivos de este trabajo son:

i. Poner a punto un protocolo experimental que permita analizar el perfil
metabdlico del FF bovino mediante espectroscopia FTIR.
i. Establecer si existen diferencias a nivel metabdlico ente muestras de

FF bovino procedentes de foliculos de distintos tamanos.
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3. MATERIAL Y METODOS:

4.1. MATERIAL:

4.1.1: Material para extraccién de liquido folicular:

e Ovarios bovinos procedentes de matadero. (Ver anexo | recogida de
ovarios)

e Guantes de latex sin talco.

e Jeringas 1ml.

e Agujas de 19 G.

e Tubos lobind. Protein LoBind tube 0,5 ml. Eppendorf tubes®.

e Tubos lobind. Protein LoBind tube 1,5 ml. Eppendorf tubes®.

e Caja de poliespan.

e Hielo.

e Centrifuga: Centrifugue Br 4i. Jouan®

¢ Nitrégeno liquido.

e Pinzas grandes.

e Congelador -80°C.

4.1.2: Material para el analisis de muestras por FTIR:

FTIR: Varian 670-IR. FT-IR Spectrometer. Varian ®. (Fig. 3)

Software: Resolutions Pro 5.0.0.700 Varian ®

Pipeta Eppendorff.

Vortex.
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e Centrifuga.

e Agua destilada.

e Reactivos:
o Urea: Sigma® U5378.
o Glucosa: Sigma® 66152-100G.
o L-Alanina: Sigma® A7627-1G.

o L-Glutamina: Sigma® G8540-25G.

Modulo ATR:
Golden Gate.
Varian ®

Fig. 3: FTIR: Varian 670-IR. FT-IR Spectrometer. Varian ®.
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4.2, METODOS:

4.2.1: Recuperacion de liquido folicular:

Los ovarios utilizados fueron recogidos de vacas sacrificadas en el
Matadero Central de Asturias y trasladados al laboratorio en solucion fisiologica
de NaCl (9 mg/ml) y antibidticos (penicilina (100Ul/ml), sulfato de
estreptomicina (100g/ml)) a una temperatura de 25-30 °C. El tiempo
transcurrido desde la recogida de ovarios hasta su procesamiento no superé
las dos horas. Tras la llegada al laboratorio, los ovarios fueron lavados dos
veces en agua destilada y una en solucidén salina con antibiéticos, donde se
mantuvieron a 30 °C hasta su manipulacion.

El fluido folicular se aspir6 a partir de foliculos visibles de 2-5 mm
considerados como pequefios y de foliculos de 10-15 mm tomados como
grandes con una aguja de 19G conectada a una jeringuilla de 1 ml. El FF se
recogié en tubos lobind de baja unidn de proteinas para evitar que estas
proteinas se adhieran a la pared y se pierdan. Los tubos se rotularon con un
numero y una letra para indicar el ovario del que procede y la procedencia del
liquido folicular que contiene (un numero para el FF procedente de foliculos
grandes y un numero y una letra para el FF procedente de foliculos pequenos).
Las muestras permanecieron en hielo picado a 4 °C hasta su centrifugacion a
14000 Gs durante dos minutos a 4 °C. Tras ello se recogio el sobrenadante con
una pipeta y se almacen6é en un tubo lobind nuevo. Las muestras se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron en un congelador a -80 °C.
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4.2.2: Analisis de liquido folicular por FTIR:

Antes de empezar el analisis se comprobd que el FTIR estaba
perfectamente calibrado tomando un background (espectro blanco).

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se
homogeneizaron. Permanecieron 30 minutos a temperatura ambiente con
objeto de realizar las mediciones a la misma temperatura. Se colocé una gota
de 3ul de la muestra sobre el modulo de ATR y se deshidraté con ayuda de una
corriente de nitrogeno. Todas las muestras se analizaron entre una longitud de
onda (A) de 600-4000 cm-' que corresponde con el infrarrojo medio con una
resolucidon de 4 cm-1. Los espectros resultantes procedieron de un promedio de
16 espectros que se obtienen en cada medicion. Cada 5 muestras se realizé un
nuevo background.

Para evitar contaminaciones se limpié el médulo ATR con agua destilada
entre cada muestra.

Con el fin de descartar problemas instrumentales y de establecer la
sensibilidad del FTIR se analizaron distintas sustancias: L-glutamina, urea y

glucosa puras y en solucion.

4.2.3: Analisis de urea, glutamina y glucosa por FTIR:

La glucosa, urea y glutamina son algunos de los componentes
mayoritarios del FF bovino. Con el fin de establecer las bandas con mayor

intensidad en los espectros de FTIR de estos compuestos se procedié a su
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analisis empleando los mismos parametros utilizados para el analisis de las

muestras de FF.
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4. RESULTADOS:

Tras la caracterizacion previa mediante espectroscopia FTIR de algunos
de los compuestos mayoritarios presentes en el FF (glucosa, urea y glutamina)
se analizaron 143 muestras de FF bovino: 30 muestras recogidas de foliculos
grandes (FFG, muestras de fluido folicular provenientes de foliculos grandes) y
113 muestras recogidas de foliculos pequenos (FFP, muestras de fluido
folicular provenientes de foliculos pequenos).

Los espectros obtenidos en los dos grupos de muestras no presentan
diferencias apreciables a simple vista (Fig. 4) por lo que es necesario el

empleo de técnicas estadisticas multivariantes para su analisis.

FTIR foliculos promediados

0.5

045 4 | ——Promedio grandes
ga | = Promedio pequefios

0,35
0.3 -
0,25 -
0,2
0,15 -
0,1 4
0,05 A

Absorbancia (u.a.)

T

3600 3000 2400 1800 1200 600

-0,05

Numero de ondas / cm*-1

Fig. 4: Espectros promedio de FF bovino obtenidos mediante FTIR a partir de

foliculos grandes (azul) y foliculos pequefios (rosa).
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A partir de los espectros de la glucosa, urea y glutamina obtenidos, se
deciden seleccionar 12 bandas diferentes que se corresponden con las bandas
mas intensas de estos compuestos:

e 7 bandas de la glucosa (637, 707, 1029, 1076, 1103, 1252 y 2923

cm).

e 1 banda de glutamina (1409 cm-).

e 1 banda comun de urea y glutamina ¢3350 cm-1).

e 3 bandas comun de glucosa, urea y glutamina (1650, 1450 y 1150

cm-1).

El conjunto total de medidas de dividi6 aleatoriamente en dos
subconjuntos: uno de entrenamiento conteniendo 23 muestras de FFG y 82
muestras de FFP y otro de prueba con 7 muestras de FFG y 31 muestras de
FFP. Estos subconjuntos se emplearon en diferentes algoritmos de

clasificacion:

e Redes Neuronales Atrtificiales (ANN) basadas en la conectividad
de neuronas individuales, el algoritmo es capaz de reconocer
patrones. Sin embargo, tras 300 iteraciones durante el periodo de
aprendizaje, no se consiguid que la red convergiera por lo que se

descarto.
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K- Vecinos Mas Préximos (KNN), algoritmo que clasifica una
muestra en la categoria a la que pertenezcan la mayoria de las &
muestras mas proximas. En el presente trabajo, se ensayé la
clasificacion utilizando k=3 y k=5, obteniéndose los siguientes

resultados:

kNN K=3 K=5
FFG 57,1% de éxitos 28,6% de éxitos
FFP 87,1% de éxitos 93,5% de éxitos
Tratando de mejorar los resultados obtenidos se empled una
transformacioén por componentes principales (PCA) para proceder a la
clasificacion de los casos del conjunto prueba.
PCsNN K=3 K=5
FFG 42,9% de éxitos 14,3% de éxitos
FFP 83,9% de éxitos 96,8% de éxitos

Analisis de Componentes Principales (PCA) que reduce el
numero de variables presentes en los datos a un numero menor
de variables denominadas componentes principales (PCs) que
describen la mayoria de la variacion de los datos permitiendo la

clasificacion de las muestras en grupos. Se procedié a clasificar el
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conjunto de prueba en funcién de su proximidad al centroide de

cada clase (FFG o FFP) en el espacio de las PCs. En este caso

los resultados obtenidos fueron del 61,3% para los FFP y del

57,1% para los FFG.
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Fig 5. Analisis por Componentes Principales (PCA) de muestras de FF bovino. En

verde se muestran las muestras de FFP y en azul las que corresponden a FFG.

Analisis Lineal Discriminante (LDA) basado en la construccion de
una funcién discriminante lineal a partir de las variables
experimentales de los datos que se quieren clasificar. De este
modo se realiza una clasificacidon en grupos de manera que la
desviacion estandar sea menor entre los datos de un mismo
grupo y mayor entre los datos de distintos grupos. Mediante LDA
se obtiene una clasificacion correcta del 90,5% de los casos del
conjunto de entrenamiento (97,6% para las FFP y 65,2% para las
FFG), mientras que para el conjunto de prueba se consigue
unicamente un 84,2% de éxito (90,3% para las FFP y 57,1% para

las FFG).
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LDA (12 picos) Conjunto entrenamiento | Conjunto prueba

FFG

62.5% de éxitos

57,1% de éxitos

FFP

97.6% de éxitos

90,3% de éxitos

El LDA se realiz6 también empleando una serie de variables
diferentes (el area de 17 picos, en vez de las 12 resenadas
anteriormente) y empleando un conjunto de entrenamiento y
prueba diferente: en este caso el entrenamiento contiene 25 FFG
y 40 FFP mientras que el de prueba contiene 5 FFG y 73 FFP.
Con esta serie de datos, los resultados son un 91,8% de éxito
para el conjunto de entrenamiento (92% entre las FFG y 91,8%

entre las FFP) aunque el éxito en el conjunto de prueba es soélo

del 80% (60% entre las FFG y 82,5% entre las FFP).

LDA (17 picos) Conjunto entrenamiento | Conjunto prueba
FFG 92% de éxitos 60% de éxitos
FFP 91,8% de éxitos 82,5% de éxitos

37




6. DISCUSION:

En el presente trabajo se ha puesto a punto un protocolo experimental
con el fin de analizar el perfil metabdlico del fluido folicular bovino mediante
espectroscopia FTIR. Asimismo se han analizado diversas muestras de fluido
folicular procedente de foliculos de diversos tamafos para establecer si existen
diferencias a nivel metabdlico entre ellas.

La espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) es
una técnica espectroscopica que se fundamenta en la absorcion de radiaciéon
electromagnética en el intervalo del infrarrojo medio (4000 cm-!' a 600 cm-1).
Aunque el fundamento real de la técnica es mas complejo, se puede asumir
que la absorcion de radiacion infrarroja de una determinada longitud de onda
esta asociada con cambios en la vibracidén de un cierto enlace que forma parte
de la molécula objeto de analisis. Por esta razén, el espectro de infrarrojos
proporciona informaciéon cualitativa y también cuantitativa sobre las especies
analizadas. En el caso particular que nos ocupa en este trabajo, a partir de la
informacion obtenida en un espectro de FTIR se puede construir la “huella
metabdlica” de las muestras analizadas.

El analisis mediante FTIR de muestras bioldgicas, es un método no
invasivo y rapido. Por ello numerosas lineas de investigacion en el campo de la
reproduccion estan comenzando a utilizar esta técnica en la busqueda de

biomarcadores relacionados con la fertilidad.
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El perfil de los espectros de FF bovino obtenidos en este estudio
coincide con los descritos por Thomas y cols. (2000) en la especie humana. En
estos espectros, es posible distinguir con claridad las bandas espectrales mas
representativas de algunos compuestos mayoritarios presentes en el FF
bovino: acidos grasos (3000-2900 cm-), proteinas (2000-1400 cm) vy

polisacaridos (1200-1000 cm-1).
FTIR foliculos promediados
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Fig. : Promedio de los espectros de FF obtenidos mediante FTIR.

El analisis mediante LDA de los espectros de FF bovino permite
clasificar con un mayor éxito las muestras procedentes de foliculos pequeios
(90.3% éxito) que las procedentes de foliculos grandes (57.1% éxito). El bajo
porcentaje de clasificaciones correctas en el caso de FF procedente de los
foliculos grandes podria estar provocado por la forma en que tuvo que

realizarse la recogida de muestras. Los ovarios utilizados, procedentes del
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matadero central de Asturias, son almacenados en un mismo contenedor
independientemente del animal del que procedan. Esto hace imposible
identificar los dos ovarios procedentes de un mismo animal, lo que es
necesario si se quiere establecer con certeza si el fluido folicular aspirado de
foliculos grandes pertenezca realmente al foliculo dominante y no a un foliculo

de la cohorte que haya alcanzado mayor tamafno o a un quiste.

Notablemente, en los estudios realizados en la especie humana la
clasificacion de las muestras de FF procedentes de foliculos pequeios es mas
heterogénea que la de las muestras procedentes de foliculos grandes (Thomas
y cols. 2000) (33). Es posible que la existencia de diferencias bioquimicas
entre el FF de diferentes especies pueda explicar la disparidad de estos
resultados.

El estudio de la composicion bioquimica del FF en distintas situaciones
fisioloégicas ha permitido establecer una correlacion entre ciertos compuestos y
distintos parametros relacionados con la fertilidad. Asi, Sinclair y cols. (2008)
(34), determinaron el valor que la composicion de aminoacidos y acidos grasos
tiene para predecir el desarrollo de ovocitos y embriones bovinos cultivados /in
vitro. El estudio realizado por estos autores, en el que se combiné la
informacién obtenida sobre el desarrollo de ovocitos cultivados in vitro hasta el
estadio de blastocisto con el analisis mediante MS del fluido folicular que lo

rodeaba, permitié establecer que determinados aminoacidos como la alanina

40



y la glicina podrian servir para predecir el potencial de desarrollo de los
ovocitos, principalmente en el caso de ovocitos de peor calidad. Pues
determinaron que la composicién de estos aminoacidos se relaciona con la
morfologia de su complejo cumulus-ovocito y con el desarrollo postfertilizacion
in vitro hasta el estadio de blastocisto, y que la adicion de estos aminoacidos al
medio de cultivo mejora el desarrollo de embriones bovinos (38). Por el
contrario, en este estudio, no se encontré6 ninguna correlacién entre la
concentracion de acidos grasos totales en el FF, ni con las concentraciones de
los distinto acidos grasos estudiados y el desarrollo /n vitro postfertilizacién de
los ovocitos cultivados.

Utilizando una metodologia similar, Bender y cols. (2010) (35) analizaron
el FF de 13 vacas lecheras Holstein-Fresian tras su primer parto (modelo de
baja fertilidad) y de 15 novillas de la misma raza (modelo de alta fertilidad) en
distintas fases del ciclo del estro. Tras la sincronizacion del ciclo en ambos
grupos se procedid a la extraccion y analisis del FF. Se determinaron
diferencias en la composicidon metabdlica del FF entre vacas y novillas y
también entre los foliculos dominantes y subordinados. De un total de 37
acidos grasos identificados, el acido palmitico, el acido estearico y el pool total
de acidos grasos saturados que, segun la literatura afectan de forma negativa a
la maduracion in vitro de ovocitos, al desarrollo y funcién de las células de la
granulosa, a la tasa de formacién de blastocistos (36) y a la calidad embrionaria

(39), aparecen en mayor cantidad en el FF de vacas durante el periodo
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posparto que en el FF de novillas. También se determind, coincidiendo con los
estudio de Sinclair y cols. (2008) (34) que la presencia de algunos aminoacidos
como la alanina, glicina y L-glutamina tienen un efecto positivo en la fertilidad.
Estos resultados ponen de manifiesto que el microambiente folicular en el que
tiene lugar el desarrollo de ovocitos en vacas tiene desventajas en
comparacion con el FF de novillas, lo que puede contribuir a dilucidar las
causas de las diferencias en la fertilidad que existen entre vacas y novillas.

La complejidad de la espectrometria de masas para el analisis del FF en
estos estudios impide que este tipo de metodologia se pueda realizar de forma
rutinaria en los laboratorios de reproduccion con el fin de establecer p.e. qué
ovocito entre todos los recuperados tras una OPU, tiene mayor viabilidad o si
un determinado animal (tras un parto) se encuentra en el estado éptimo para
ser sometida a un tratamiento de TRA.

Por el contrario el empleo del analisis de FF mediante espectroscopia
FTIR podria de forma rapida, econdmica y simple identificar “huellas
metabdlicas” relacionados con la viabilidad de ovocitos y/o con la fertilidad. Lo
que en ultima instancia podria contribuir a dilucidar las causas y encontrar
soluciones a los problemas reproductivos en ganado vacuno de leche

consecuencia de los programas de seleccion genética.

42



7. CONCLUSIONES:

El analisis espectroscépico de FF bovino mediante FTIR ha permitido
obtener espectros que reflejan la “huella” metabdlica del FF.

El analisis discriminantes lineal (LDA) de los espectros obtenidos del FF
procedente de foliculos de diversos tamanos permite clasificar con un alto
porcentaje de éxito los foliculos pequefos.

La espectroscopia FTIR en combinacion un analisis estadistico
clasificatorio como el LDA, podria utilizarse para establecer correlaciones entre
perfil metabdlico del fluido folicular bovino y distintas situaciones fisioldgicas

(diferentes momentos del ciclo estral, gestacion...).
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9. ANEXOS

= ANEXO 1:

PROCEDIMIENTO PARA LA RECOGIDA DE OVARIOS

Lunes a las 7:30 de la manana telefonear al matadero (985744512).
Preguntar por José Maria o por algun veterinario y comprobar si va
haber vacas y a qué hora comenzara el sacrificio. Habitualmente
sacrifican terneros/as al principio (si hay), y después las vacas. Entre
8:30 y 9 el personal hace una parada, por lo cual los sacrificios de vacas
suelen comenzar a esta hora. Pero siempre se debe comprobar esto
para salir del centro con la debida anticipacion.

Material: Ropa adecuada (botas, prendas impermeables, proteccién para
cabeza o pelo y guantes desechables de latex SIN TALCO). Nevera
conteniendo 2 frascos de suero, bote para anadir agua caliente y un
termoémetro protegido en su funda de plastico. Tijeras romas. Placa de
polispan para evitar que los frascos choquen durante el transporte.
Anadir agua caliente a la nevera hasta alcanzar la temperatura de 30° C,
rodeando los frascos que contienen el liquido, sin que éstos lleguen a
flotar. No es necesario cubrir los frascos por completo.

Antes de comenzar a introducir ovarios, esperar que el liquido del frasco

alcance una temperatura minima de 25° C.
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5)

Introducir los ovarios en el liquido del frasco segun van siendo
separados del resto de visceras, manteniendo el frasco tapado todo el
tiempo que sea posible (no hace falta enroscar la tapa).

Periddicamente, comprobar la temperatura del agua: cuando se
alcancen 25 ° C volver a afadir agua hasta alcanzar los 30° C. No hace
falta volver a comprobar la temperatura del interior del frasco.

Antes de salir del matadero: poner la temperatura del agua a 30° C.

A TENER EN CUENTA

No importa que el liquido se derrame cuando el frasco se encuentra
lleno de ovarios.

No introducir ovarios de terneras muy jovenes (preguntar al operario):
sélo vacas o novillas.

Esperar a tener un minimo de 100 ovarios (50 vacas) antes de regresar
al laboratorio. Si parece que no va a haber vacas suficientes, regresar
cuando se hayan sacrificado todas. Si la salida se demora mas tarde de
las 12:30, regresar con lo que se haya recogido hasta esa hora.

No introducir ovarios que provengan de visceras que han permanecido
mucho tiempo fuera de la canal (no mas de 30 minutos).

Ante cualquier duda: telefonear al laboratorio (Enrique o Carmen).
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