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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé en la ciudad de Lima, con el
objetivo de evaluar el efecto de la adicion del fluido folicular (FF) al medio de
maduraciéon de ovocitos sobre la produccion in vitro de embriones bovinos.
Los ovocitos inmaduros fueron distribuidos aleatoriamente en TCM + H o
TCM + FF y madurados in vitro por 24 h, luego fecundados in vitro. Los
embriones obtenidos fueron cultivados posteriormente en KSOM o KSOM -
SOF por 5 dias. Se evaluaron la tasa de division y el estadio de desarrollo
embrionario a 72 h post-FIV, asi como la formacion de blastocisto al dia 8
post-FIV. Se obtuvieron los siguientes resultados; la tasa de division obtenida
para ovocitos madurados en TCM + H o TCM + FF fue de 58% y 54%
respectivamente (p>0,05). El estadio de desarrollo embrionario en 2, 4, 8 y
>8 células fue 15%, 29%, 11% y 2% para TCM + H, y 16%, 26%, 9% y 1,9%
para TCM + FF respectivamente (p>0,05). La tasa de blastocisto obtenido en
KSOM a partir de ovocitos madurados en TCM + H o TCM + FF fue 10% y
11% respectivamente (p>0.05) mientras que en KSOM - SOF fue 13% y 13%
a partir de ovocitos madurados en TCM + H o TCM + FF respectivamente
(p>0.05). En conclusién la produccion in vitro de embriones es independiente

del medio de maduracién y del medio de cultivo embrionario.

Palabras claves: Fluido folicular, PIV, ovocitos, embriones, vacas.
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ABSTRACT

This research was conducted in Lima, with the objective of evaluating the
effect of the addition of follicular fluid (FF) on oocyte maturation of bovine
in vitro embryos production. Immature oocytes were randomized into TCM
+ H or TCM + FF and matured in vitro for 24 h then fertilized in vitro. The
embryos were cultured in KSOM or KSOM - SOF for 5 days. The rate of
cleavage and embryo development stage at 72 h post-IVF, and blastocyst
formation at day 8 post-IVF was evaluated. The following results were
obtained; the rate of cleavage of oocytes matured in TCM + H or TCM +
FF were 58% and 54% respectively (p> 0.05). Embryo development at 2,
4, 8 and> 8 cells was 15%, 29%, 11% and 2% for TCM + H, and 16%,
26%, 9% and 1,9% for TCM + FF respectively (p> 0.05). Blastocyst rate
obtained in KSOM from oocytes matured in TCM + H or TCM + FF was
10% and 11% respectively (p> 0.05) while in KSOM - SOF were 13% and
13% from oocytes matured in TCM + H or TCM + FF respectively (p>
0.05). In conclusion, in vitro embryo production is independent from the

maturation media and embryo culture media.

Keywords: follicular fluid, IVP, oocytes, embryos, cattle.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos, la produccion de embriones in vitro (PIV) ha sido
considerada una de las herramientas mas estudiadas de biotecnologia
reproductiva a nivel mundial con el objetivo de incrementar la eficiencia
reproductiva en animales domésticos y especies amenazadas en peligro

de extincion.

Segun los reportes de la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones, la PIV de embriones bovinos a nivel mundial durante los
altimos afios se ha incrementado (IETS; Perry, 2014). Sin embargo
existen variaciones en los resultados entre laboratorios respecto a la tasa
de division (20 - 80%) y tasa de blastocisto (20 — 40%), estas variaciones
limitan su aplicacién comercial a gran escala, y dificulta la comparacion de
resultados y la extrapolacion de protocolos entre laboratorios. Por otro
lado existe la dependencia en el uso de hormonas como FSH, LHy E, en
los protocolos de maduracion in vitro de ovocitos (Galli et al., 2003) lo cual

también podria estar afectando la masificacion de la PIV bovinos.



Los medios de cultivo empleado para la maduracion de ovocitos in
vitro bovino son soluciones salinas conteniendo sustratos de energia,
antibioticos, aminoacidos, vitaminas, hormonas y otras sustancias
principalmente suero o albumina (Thompson, 2000; Younis, Brackett, &
Fayrer-Hosken, 1989; Gordon, 2003). En general, la idea es crear medios
de maduracion que se asemejen lo mas posible al ambiente folicular
materno natural. En mamiferos, la maduracibn de ovocitos son
completados dentro de los foliculos antrales que contiene fluido folicular
(FF) en su interior (Van Den Hurk & Zhao, 2005), 24 a 27 h después del

pico de LH (Hafez, 1996; Rathbone et al., 2001).

La inclusion de FF al medio de maduracion in vitro de ovocitos como
reemplazo de hormonas (FSH, LHy E;) ha sido reportada en Bufalas
(Chauhuan, Palta, Das, Katiyar, &Madan, 1997) por su efecto favorable en
la maduracién meidtica de ovocitos (Romero-Arredondo & Seidel, 1994).
Se ha sugerido que este contiene gonadotropinas y factores de
crecimiento que podrian estar jugando un rol clave en la maduracién
nuclear y citoplasmatica del ovocito (Ali, Coenen, Bousquet, & Sirard,
2004), para adquirir la capacidad fecundante y continuar el posterior

desarrollo embrionario (Kor & Moradi, 2013).



Por otro lado los sistemas de cultivo embrionario in vitro fueron
creados con la idea de imitar lo mas cercanamente posible las
condiciones presentes en el oviducto y el Utero durante los primeros 7
dias de desarrollo previo a la implantacion (Feugang, Camargo-rodriguez,
& Memili, 2009; Hafez, 1996). Debido a las diferencias en los
componentes encontrados en el fluido del oviducto y del Gtero, como
también los cambios en la actividad metabodlica durante el desarrollo
embrionario temprano (Gardner & Lane, 2002) se han disefiado medios
secuenciales para satisfacer las necesidades nutricionales de los
embriones en sus distintos estadios de desarrollo (Gardner & Lane, 1998;

Lane et al., 2003; Nedambale et al., 2004).

La PIV de embriones bovino en el Peri es de gran importancia
econémica en el sector pecuario pues permite reducir el intervalo
generacional y multiplicar las caracteristicas genéticas deseables
(produccién de leche o carne). Sin embargo se han realizado muy pocos
estudios para determinar el efecto del FF en la maduracion de ovocitos y
el uso del cultivo tnico (KSOM) o secuencial (KSOM-SOF) en la PIV de

embriones bovino.



Por lo tanto, el objetivo principal del trabajo fue evaluar el efecto de la
adicion de fluido folicular al medio de maduracion de ovocitos en la
produccioén in vitro de embriones bovino y determinar su efecto en el
desarrollo embrionario luego de la utilizacion de un medio de cultivo

embrionario.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Descripcion del problema

El principal objetivo de los establos lecheros es producir leche y la
reproduccion es un factor vital en determinar la eficiencia de produccion
animal, en condiciones normales una vaca solamente produce una cria
por afio (Ball & Peters, 2004). Por consiguiente el indice de progreso

genético es relativamente lento (Ball & Peters, 2004).

La eficiencia reproductiva puede ser descrita como una medida de la
habilidad de una vaca para llegar a ser prefiada y producir una cria viable
cada afno (Ball & Peters, 2004). Sin embargo, en el Peru se ha observado
que el numero de lactancias es 3,0 + 2,0 en 42,9 + 29,4 meses de vida
productiva de una vaca, ademas el 52,7% de ellas son eliminadas por
trastornos reproductivos, ocasionando una gran peérdida econOmica
(Orrego, Delgado, & Echevarria, 2003). Por consiguiente, la eficiencia
reproductiva, el largo intervalo generacional y la barrera biologica del

namero de crias (3 por vida util en el Pera; Orrego et al.,, 2003), solo



podria ser superada mediante el uso de biotecnologias reproductivas
como es la produccion in vitro de embriones (Gifford & Gifford, 2013;
Madan, 2005). La PIV consta de tres etapas fundamentales: maduracion,
fecundacion y cultivo embrionario, siendo la maduraciéon del ovocito y el
cultivo del embridon las etapas mas criticas (Kane, 2003). El ovocito
adquiere la capacidad de desarrollo durante la etapa de maduracion
(Sirard, Richard, Blondin, & Robert, 2006) y la etapa de cultivo coincide
con la activacion del genoma embrionario (Meirelles et al., 2004). En
bovinos, posterior a la maduracion in vitro, aproximadamente el 90% de
los ovocitos inmaduros alcanzan la metafase 1l, de estos, el 80%
experimentan la fecundacion y divisiébn al menos una vez, pero solamente
el 20-40% de ovocitos alcanzan la etapa de blastocisto (Lonergan, Rizos,
Ward, & Boland, 2001; Dimitrios Rizos, Ward, Duffy, Boland, & Lonergan,
2002). De todas las etapas implicadas en la PIV de embriones, la
maduracion ha sido demostrada como la mas importante y que podria
estar limitando el desarrollo embrionario (Blondin & Sirard, 1995).
Ademas, se cree que la calidad intrinseca del ovocito es el factor clave
que estaria determinando la proporcién de ovocitos que llegaran a la
etapa de blastocisto (Krisher, 2004, Fair, Lonergan, Corcoran, & Evans,
2006, Lonergan et al., 2001; Rizos, Ward, et al. 2002). Ademas, el medio

de maduracién es suplementado con hormonas (FSH, LH y Estradiol),



fecundado y cultivado en una variedad de medios (entre medios simples y
compuestos). En general, la disponibilidad de hormonas en el Peru es
limitado, a diferencia de otros paises. Por estas razones, se requiere
evaluar alternativas de alto rendimiento y bajo costo, para suplementar el
medio de maduraciony reemplazar las hormonas utilizadas. El fluido
folicular podria ser una fuente de hormonas debido al contenido de
gonadotropinas y factores de crecimiento lo cual podria jugar un rol clave

en la maduracién nuclear y citoplasmatica del ovocito (Ali et al., 2004).

1.2.Formulacién del problema

¢,Cual es el efecto de la adicion de fluido folicular al medio de
maduracion de ovocitos sobre la produccion in vitro de embriones

bovinos?

1.3.Hipotesis

La adicion de Fluido Folicular (FF) al medio de maduracién de

ovocitos in vitro mejora la produccion in vitro de embriones bovinos.



1.4. Justificacion

En el Perq, los estudios relacionados a la Produccién in vitro (PI1V) de
Embriones son escasos y este trabajo pretende contribuir al desarrollo de
biotecnologias reproductivas, mas especificamente a la creacion y
estandarizacion de medios de maduracién y de cultivo para mejorar el
rendimiento de la PIV de embriones bovinos. Ademas se espera que el
estudio sobre la adicion de fluido folicular al medio de maduracion in vitro
de ovocitos permita y proporcione a los laboratorios de PIV en este pais,
establecer una alternativa para la elaboraciéon de protocolos eficientes con
tasas de embriones elevados sin la necesidad de utilizar hormonas
purificadas o recombinantes de limitada disponibilidad. Por otro lado, el
conocimiento generado serda de gran utilidad para estudiantes y
profesionales que deseen realizar futuras investigaciones en esta area.
Pero también el estudio aporta conocimiento acerca del efecto de FF
sobre la maduracion in vitro, en la division y el desarrollo embrionario de
ovocitos bovinos, asi como también el efecto del medio de cultivo Gnico o

secuencial en la formaciéon de blastocisto.



1.5.0bjetivos

1.5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de fluido folicular al medio de
maduracion de ovocitos sobre la produccion in vitro de embriones

bovinos.

1.5.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la adicion de fluido folicular al medio de
maduracion de ovocitos sobre la division embrionaria luego de la

fecundacion in vitro.

e Evaluar el efecto de la adicion de fluido folicular al medio de
maduraciéon de ovocitos dentro de las 72 h en el estadio de

desarrollo embrionario luego de la fecundacion in vitro.

e Evaluar el efecto de la adicién de fluido folicular al medio de
maduraciéon de ovocitos sobre la formacion de blastocistos

cultivados en medio secuencial luego de la fecundacion in vitro.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En los ultimos afios, numerosos avances han sido realizados referente
a las diferentes etapas dela PIV en embriones bovinos: maduracion in
vitro (MIV), fecundacion in vitro (FIV) y cultivo embrionario in vitro (CIV)

(Lonergan & Fair, 2014; Parrish, 2014).

Desde hace décadas varios acontecimientos importantes han sido
logrados en el campo de la biotecnologia reproductiva. En la década de
los 30’s por ejemplo, el grupo de Pincus & Enzmann (1935) de la
Universidad de Harvard — Cambridge, habian realizado estudios sobre la
MIV demostrando que ovocitos inmaduros de conejo removidos de su
ambiente natural folicular-ovarico eran capaces de experimentar
maduracion espontanea en solucion Ringer tamponado y fecundacion in
vitro (FIV). En 1965, Edwards (1965) de la Universidad de Cambridge —

Inglaterra, fue capaz de confirmar la maduracion espontanea in vitro en



otras especies: ratdn, oveja, bovino, porcino, mono y humano. Y en 1987,
Fukuda y colaboradores fueron capaces de producir los primeros becerros
enteramente por MIV, FIV y CIV (Fukuda, Ichikawa, Naito, & Toyoda,

1990).

Estudios realizados previamente han reportado el uso de fluido
folicular (FF) como suplemento durante la maduracion in vitro (MIV) de
ovocitos bovino con; FSH, LH, E2 y FCS (Romero-Arredondo & Seidel,
1994, Sirard, Roy, Patrick, Mermillod, & Guilbault, 1995); FSH y E2, sin
suero (Kim, Mitsumizo, Fujita, & Utsumi, 1996); FSH (Choi, Takagi,
Kamishita, et al., 1998); FCS (Carolan, Lonergan, Monget, Monniaux, &
Mermillod, 1996); en sustitucion de suero sin hormonas (Calvo, Larocca,
Lago, Roses, & Viqueira, 2004; Larocca, Filipiak, Perez, & Calvo, 2012;
Lonergan, Monaghan, Rizos, Boland, & Gordon, 1994), con resultados
variables. Aunque, su uso como complemento de hormonas ha sido poco

estudiado en el sistema de maduracion in vitro de bovinos.

En Estados Unidos, en la Universidad de Minessota, Ayoub & Hunter,
(1993), investigaron las propiedades inhibitorias del fluido folicular
colectados de diferentes etapas del ciclo estral desde foliculos pequerios,

medianos y grandes en la maduracion de ovocitos bovino in vitro. Los

11



ovocitos fueron madurados en 100% FF y solo el 2% de ovocitos
consiguio llegar a Mll, y concluyen que el FF bovino inhibe la reanudacion

de la meiosis.

En Estados Unidos, en la Universidad del Estado de Colorado,
Romero-Arredondo y Seidel (1994), condujeron experimentos para
determinar el efecto del FF sobre la maduracion del ovocito bovino. El FF
fue obtenido de foliculos preovulatorios antes y después de la induccion
de LH con GnRH. Estos fueron adicionados en un 40% al TCM199 para la
maduracion de ovocitos in vitro. ElI FF colectado entre 0 y 4 h después del
aumento de LH posee actividad inhibitoria, la cual esta ausente en el FF
colectado a 8 h o0 mas después de induccion de LH, ademds induce

expansion del cumulus y maduracion meiotica del ovocito.

En Irlanda, en la Universidad de Dublin,Lonergan et al. (1994),
evaluaron el efecto de la adicion de FF bovino de foliculos de diferentes
tamafios (2-6 mm y >6 mm) en el medio de maduracion sobre el
desarrollo in vitro de ovocitos bovinos. El medio de maduracion TCM199
fue suplementado con 10 o 20%. No se encontraron diferencias en los
porcentajes de division y blastocisto entre los grupos, por lo que

concluyen que el FFde diferentes tamafios podria sustituir al suero.
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En Japon, en la Universidad de Hiroshima,Elmileik, Maeda, & Terada
(1995), se realizé un estudio en el cual se incrementé el porcentaje de FF
(0 - 60%, foliculos +15 mm) en el medio de maduracién (TCM 199 + LH +
FSH + 10% de suero de vaca en estro ). Este estudio revelé que aquellos
ovocitos madurados en 10% FF obtuvieron de manera significativa,
mayores porcentajes de division (66%) y de blastocisto (28%) al ser
comparados con los otros grupos de estudio (30% o 60% FF). Esta
evidencia sugiere que el FF de foliculos de 15 mm o mas podrian estar
conteniendo sustancias capaces de estimular el potencial del ovocito
bovino durante la maduracion para desarrollar al estadio de blastocisto in

vitro.

En Francia, Carolan et al.(1996) condujeron un estudio para
determinar si el FCS y el FF tenian un efecto aditivo cuando eran
afiadidos al medio de maduracion de ovocitos bovino y en el subsecuente
desarrollo embrionario. Los ovocitos fueron madurados en TCM199 +
10% FF o 10% FF+10% FCS. Los posibles zigotos fueron cultivados en
medio SOF. Este estudio revel6 que el FF como suplemento para el
medio de maduracién producia una tasa de blastocisto similar con

ninguna mejora adicional cuando fue suplementado con FCS.
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Por otro lado, en la India, el grupo de Chauhuan, Palta, Das, Katiyar, y
Madan (1997), suplementaron el medio de maduracién con fluido folicular
de bufala (FFb) en lugar de adicionar suero y hormonas para de esta
forma, estimular la maduracion nuclear y citoplasmatica de ovocitos de
bufalas cultivadas in vitro. EI FFb fue aspirado de foliculos visibles
(4 - 10 mm) y suplementado (20 o 40%) en el medio de maduracién
(TCM199). Los porcentajes de division embrionaria fueron similares en
ambos medios de maduracion luego de ser suplementado con FFb. Si
bien el contenido del FFb no fue estudiado, este sugiere que podria estar
conteniendo sustancias que podrian promover la expansién asi como la
maduracién nuclear y citoplasmatica. Ademas sugieren que este tendria el
potencial para ser usado como suplemento en el medio de maduracion,

reemplazando incluso la fuente de FSH y suero.

Recientemente, Somfai, Inaba, Watana, Masaya, & Nagai (2012) en
Japon, examinaron el efecto de FF bovino en la maduracién de ovocitos
asi como su importancia enel proceso de fecundacion y desarrollo
embrionario in vitro. En esta investigacion, el FF fue colectado de foliculos
gue median de 3 - 6 mm en diametro independiente de la fase ovarica. El
medio de maduracion utilizada (TCM199) fue suplementado con PVP,

BSA, 5% CS o 5% FF. Posteriormente, los posibles zigotos fueron
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cultivados en CR1 + 5% CS. Los resultados indican que, en el medio de
maduracion suplementado con CS o FF la tasa de division fue hallada
elevada a diferencia de aquel suplementado con PVP y BSA, sin embargo
no hubo diferencia en tasa de blastocisto en ninguno de los grupos. De
acuerdo a este estudio, la suplementacién del medio de maduracion con
5% FF estaria promoviendo de manera significativala redistribucion de
mitocondrias activas en los ovocitos, independientemente de la presencia
del cumulus. Ademas, estaria promoviendo la penetracion del ovocito por
el espermatozoide, ya sea por el mejoramiento de la expansion del
cumulus o por la promocién de la redistribucion mitocondrial y del

contenido de ATP (Somfai et al., 2012).

Por otro lado, Larocca, Filipiak, Perez, & Calvo (2012) en la
Universidad de la Republica de Uruguay, realizaron un estudio para
optimizar la produccién in vitro de embriones a bajos costos. En este
estudio los autores compararon la eficiencia de la suplementacion del
medio de maduracion TCM199 con; 5% FCS (alto costo), 10% FF (bajo
costo) o 5% FCS + 10% FF. Para el desarrollo embrionario utilizaron el
medio CR1 suplementado con FCS, FF o FCS + FF, similar a la etapa de
maduracién. El FF fue obtenido de foliculos mayores a 15 mm de

didmetro. Los resultados indicaron que existian diferencias en la tasa de
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division embrionaria pero no hubo diferencias estadisticas en la tasa de
desarrollo embrionario. Por lo que concluyen que puede usarse cualquiera

FCS o FF en la maduracién y cultivo in vitro de embriones bovinos.

El desarrollo embrionario es una etapa crucial que permitira que el
embrion se desarrolle de manera exitosa para llegar a implantarse sin
ninguna complicacion (Bavister, 1995). Durante esta etapa varios eventos
claves deben de llevarse a cabo; tales como; la activaciéon del genoma
embrionario, la formacion del trofoblasto y su diferenciacion con la masa
celular interna que conferird al embrion la capacidad de formar un
blastocisto (Barnes & Eyestone, 1990; Telford et al., 1990; Wang & Dey,
2006). Por lo tanto, un medio de cultivo embrionario in vitro 6éptimo
deberia de proveer al embridén con los factores necesarios para que este
se desarrolle de manera exitosa. Muchos tipos de cultivo han sido
desarrollados hasta ahora desde los simples (Lawitts & Biggers, 1991;
Tervit et al., 1972), hasta los complejos (Lane et al., 2003) con la idea de
imitar lo mas cercanamente posible al microambiente materno y el transito
gue debe de sufrir el embridn en el oviducto. Segun diversos estudios, los
medios de cultivo secuenciales son los que mejor podrian imitar esos

cambios que ocurren a nivel del oviducto y Gtero (Gardner & Lane, 1998).
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Diversos estudios han comparado estos sistemas simples vy
secuenciales. Por ejemplo, la investigacion realizada por Nedambale et al.
(2004) en la Universidad de Connecticut — EUA, compararon el sistema
anico y secuencial basado en el medio SOF o KSOM para el cultivo de
embriones. Como resultado el medio secuencial KSOM+0,1% BSA por 4
dias, luego SOF + 5% FCS por 5 dias, lograba incrementar el desarrollo
embrionario temprano y promover elevadas tasas de eclosion. Ademas se
observd por microscopia de epifluoresencia que los blastocistos poseian

una calidad mas elevada al tener un mayor niumero de células.
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2.2.Revisién bibliogréafica

2.2.1. Ovario

El ovario es el 6rgano reproductor femenino por excelencia y se sitia
en la cavidad pélvica (Nabors & Linford, 2014). Este realiza dos funciones
principales: produccion y maduracion de ovocitos, y hormonas. El foliculo
es la estructura basica y unidad funcional del ovario (Hafez, 1996) que
contiene al ovocito y provee el ambiente necesario para que éste pueda

crecer y madurar (Yamada & Isaji, 2011).

2.2.2. Desarrollo, crecimiento y maduracion de ovocitosin vivo en

mamiferos.

2.2.2.1. Ovogénesis y foliculogenesis

La ovogénesis, es considerada como el proceso de transformacion de
las ovogonias proliferativas en ovocitos primariosque se lleva a cabo
dentro del foliculo (Palma et al., 2012). Este proceso inicia con las
ovogonias, que derivan de las células germinales primordiales y culmina
en la formacion del ovocito maduro (Coticchio, Albertini, & De Santis,

2013). El proceso de foliculogenesis por su lado, son los cambios
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morfoldgicos (Fair, Hulshof, Hyttel, Greve, & Boland, 1997) y funcionales
(Revizado por Van Den Hurk & Zhao, 2005) que se dan en el foliculo.
Estos se refieren a; la diferenciacion yla proliferacion de las células pre-
granulosas en los foliculos. Se ha establecido que ambos procesos
ocurren en unisono y son orguestados por una interaccion altamente
compleja de sefiales endocrinas, paracrinas y autocrinas entre el ovocito y
el compartimiento somatico del foliculo (Fair, 2003; Van Den Hurk,
Bevers, & Beckers, 1997) para producir un ovocito competente
(Armstrong, 2001). La duracion del proceso de ovogénesis Yy
foliculogenesis varia dependiendo de la especie (Van Den Hurk & Zhao,

2005).

2.2.2.2. Fases del desarrollo folicular
2.2.2.2.1. Foliculos primordiales

El foliculo primordial se refiere al ovocito primario que se encuentra
detenido en la profase de la primera divisibn meiética (diploteno) (Van
Den Hurk et al., 1997). Histolégicamente, éste se encuentra rodeado por
una capa de células planas denominadas pre-granulosas (Van Den Hurk
& Zhao, 2005). El diametro de un foliculo primordial en bovinos varia entre

30 — 50 ym (Van Den Hurk et al., 1997).
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Los foliculos primordiales permanecen inactivos en los ovarios hasta
su reclutamiento dentro de la poblacién en crecimiento (Van Den Hurk &
Zhao, 2005). Es a partir de esta poblacion «estatica y durmiente» que se
origina toda la poblacion de foliculos en crecimiento. La mayoria de los
foliculos no llega a ovular (99.9%), y muchos degeneran por un proceso
llamado atresia (Revizado por Celestino et al., 2009; Van Den Hurk, Abir,

Telfer, & Bevers, 2000).

2.2.2.2.2. Foliculos primarios

Los foliculos primarios, son aquellos que le contindan a los foliculos
primordiales en desarrollo pero que han sido reclutados dentro de la
poblacién en crecimiento (Van Den Hurk & Zhao, 2005). Histolégicamente,
cuando la sola capa plana de células de granulosa que rodean el ovocito
llega a ser cuboidal los foliculos son clasificados como foliculos primarios
(Van Den Hurk & Zhao, 2005). Poseen un didmetro entre 40 — 60 ym en

bovino (Van Den Hurk et al., 1997).

2.2.2.2.3. Foliculos secundarios o preantrales

Segun transcurre el desarrollo del foliculo, las células de la granulosa
que lo rodean, aumentan de tamafio y en nimero de dos o mas capas,

formandose asi los foliculos secundarios o preantrales. En esta etapa, el

20



ovocito inicia su fase de crecimiento de manera extensa. Las células
circundantes de la granulosa llegan a ser mas proliferativas y una capa de
células de la teca se desarrolla alrededor de la granulosa a partir de las
células intersticiales del estroma. En bovino, los foliculos secundarios
llegan a medir aproximadamente 150 um dediametro (Van Den Hurk et
al., 1997). Ademas, durante la fase de crecimiento del ovocito se forma la
zona pelucida (ZP), una capa de glicoproteina que se sitla alrededor del
ovocito y que cumple las funciones de proteccién al ovocito, facilitador de
la interaccion entre el ovocito y el espermatozoide durante la fecundacion,
y bloqueo de la polispermia (Gordon, 2003). Los foliculos preantrales se
encuentran pobremente vascularizados lo cual estaria indicando que
factores endocrinos poseen una menor importancia para la regulacion de
su desarrollo (Van Den Hurk & Zhao, 2005). Por otro lado, los foliculos
preantrales son capaces de desarrollar a la siguiente fase (antral) con
minima circulacion de FSH o con receptores deficientes de FSH (Van Den

Hurk & Zhao, 2005).

2.2.2.2.4. Foliculos terciarios o antrales

Los foliculos antrales se caracterizan por la formacién de una cavidad
llena de fluido (Antrum) dentro de las varias capas de células de

granulosa (Van Den Hurk & Zhao, 2005). Estos foliculos alcanzan un
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tamafio de 4 mm aproximadamente en vacas y son dependientes de las
gonadotropinas circulante (Driancourt, 2001), estos ademas son
reclutados después de un aumento transitorio de FSH (Driancourt, 2001)
alcanzando un diametro de aproximadamente 8 mm. Bajo la influencia de
la LH, a pesar de la disminucién de la concentraciéon de FSH por algunos
dias, aumentan rapidamente de tamafo y llegan a ser mas grandes que
los otros foliculos antrales, denominandose foliculos antrales dominantes
(FANS) y pueden alcanzar un tamafio maximo de 15 — 20 mm en bovino

(Van Den Hurk & Zhao, 2005).

2.2.2.3. Control hormonal del desarrollo folicular

La principal hormona reproductiva neuroendocrina es secretada por el
hipotdlamo y se refiere a la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) (Thatcher et al., 1993). Esta hormona estaria regulando la
liberacibn de las dos hormonas principales reproductivas desde la
pituitaria anterior; hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona

luteinizante (LH) (Thatcher et al., 1993).

La FSH es responsable del crecimiento de foliculos en el ovario y la
produccion de estradiol, por su unién a los receptores de las células de la

granulosa (Fortune & Quirk, 1988). Cada onda de crecimiento folicular es
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iniciada por un aumento temporal de FSH, secretado desde la pituitaria en
respuesta a la GnRH (Baenziger and Green, 1988). La LH estimula la
produccion de andrégenos (Fortune & Quirk, 1988) en las células de la

teca.

Cuando el foliculo alcanza 8 0 9 mm de didmetro, los receptores de
LH empiezan a localizarse en las células de la granulosa para captar y
responder a la estimulacién de las hormonas FSH y LH (Beg, Bergfelt,
Kot, Wiltbank, & Ginther, 2001; Xu et al., 1995). Aproximadamente 24 a
27 h después del pico de LH, el foliculo preovulatorio experimenta ciertos
cambios; maduracién nuclear y citoplasméatica del ovocito, pérdida de
unién entre células de la granulosa, adelgazamiento y rotura de la pared
folicular para liberar al ovocito maduro (Hafez, 1996; Rathbone et al.,
2001). El estradiol-17p3 (E2), es secretado principalmente por el foliculo
dominante (FD) en cantidad suficiente para estimular al hipotdlamo e
incrementar la frecuencia y amplitud de la secrecion de GnRH (Hansel &

Echternkamp, 1972).

2.2.2.4. Maduracion nuclear y citoplasmatica

La maduracion del ovocito se refiere a todos los cambios nucleares,

citoplasmaticos y de membrana que sufre el ovocito, con el fin de
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prepararse para ser fecundado con éxito y desarrollarse posteriormente

(Picton, Harris, Muruvi, & Chambers, 2007).

Se dice que la maduracion nuclear estd completa cuando el ovocito
concluye la primera divisibn meiotica, alcanzando la metafase Il (Mll)
36 -40 horas después del pico de LH, tras lo cual se produce la segunda
detencion de la meiosis (Peters, 2002). El ovocito de bovino requiere un
periodo de 24 horas para completar Unicamente la maduracion nuclear in

vitro (Sirard et al., 1989)

La maduracion citoplasmatica son cambios ultra estructurales en el
ovocito durante el crecimiento folicular, desde el estadio de vesicula
germinal hasta MIl (Ducibella, Duffy, & Buetow, 1994; Shamsuddin,
Larsson, & Rodriguez-Martinez, 1993). Estos cambios son; migracién de
la vesicula germinal cerca de la zona pellcida, sintesis y acumulacion de
RNA, ribosomas y polipéptidos (Whitaker, 1996), localizacion de
mitocondrias en la periferia del ovocito, aumento del nUmero de aparatos
de Golgi, migracion de granulos corticales del centro del ovocito hacia la
superficie interna de la membrana plasmatica en preparacion para la
fecundacion. En mamiferos se ha demostrado que estos granulos son

esenciales para prevenir la incorporacion de dos a mas espermatozoides
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en el genoma del cigoto “polispermia” (Burkart, Xiong, Baibakov, Jiménez-

movilla, & Dean, 2012; Liu, 2011; Wassarman, 1988).

2.2.2.5. Competencia del ovocito

El término competencia ovocitaria se refiere a la capacidad de un
ovocito para reanudar la meiosis, llevar a cabo la fecundacion de manera
exitosa y completar el desarrollo embrionario temprano lo cual concluye

con el nacimiento de una cria saludable (Sirard et al., 2006).

2.2.3. Produccion invitro de embriones (PIV)

La PIV implica la colecciébn de ovocitos y tres etapas principales:
Maduracion de ovocitos, Fecundacion de ovocitos madurados con semen
congelado y el Cultivo de embriones por 6/7 dias hasta la etapa de
blastocisto. Tiene como finalidad el de crear, bajo condiciones in vitro, las
condiciones necesarias para que el zigoto pueda desarrollarse de manera

exitosa (Figura 1; Hasler & Barfield, 2014).
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Figura 1. Comparacioén in vivo e in vitro del desarrollo embrionario y sus
diferentes etapas. La parte superior representa la localizacion de cada
uno de las etapas embrionarias durante su transito a través del tracto
reproductivo. La parte inferior destaca algunas de las diferencias entre los
medios en las diferentes etapas del proceso de Fecundacion in vitro (PIV).
Microfotografias: (a) ovocito maduro con el cumulus expandido (b)
embrion de 2-células (c) embrién de 4-células (d) embrion de 16-células
(e) blastocisto temprano (f) blastocisto.

Fuente: Hasler y Barfield(2014).
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2.2.3.1. Maduracién in vitro de los complejos cumulus-ovocitos

(COCs)

2.2.3.1.1.  Obtencion de ovocitos

La ovocitos se obtienen por puncién a partir de ovarios proveniente de
dos fuentes principales: de hembras sacrificadas en centros de beneficio o
por el procedimiento de Ovum pick-up (OPU) de animales vivos. El OPU
es un método ampliamente utilizado en bovinos se refiere a la aspiracion
de los foliculos (3 — 6 mm en didmetro) utilizando un ecografo equipado
con transductor sectorial (Farin & Farin, 1995; Kruip, Boni, Wurth,

Roelofsen, & Pieterse, 1994).

2.2.3.1.2.  Seleccidén, evaluacion y clasificacion de ovocitos

La seleccion de Ilos COCs (Complejos Cumulus-Ovocitos)
recuperados se realiza generalmente en base a tres criterios: diametro,
aspecto del citoplasma y caracteristicas de las células del cumulo del
ovocito (de Loos, Van Maurik, Van Beneden, & Kruip, 1992; Fair, Hyttel, &

Greve, 1995; Leibfried & First, 1979).

La observacién de la morfologia de los COCs es la manera mas usada

de seleccion de un ovocito competente por estar relacionado a su
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capacidad de desarrollo (Blondin & Sirard, 1995; Boni, Cuomo, & Tosti,

2002; Hazeleger, Hill, Stubbings, & Walton, 1995; Merton et al., 2003),

Los COCs (Figura 2) son clasificados en grados, categorias o
calidades a partir del numero de capas de células del cimulo y aspecto
del citoplasma, usando un numero (1, 2, 3 0 4) o el sistema de letras (A,
B, C) con definicién similar (Blondin & Sirard, 1995; de Loos et al., 1992;
Hinrichs & Williams, 1997; Leibfried & First, 1979). Sin embargo, pueden

existir diferencias durante la interpretacion en el proceso de seleccion.

2.2.3.1.3.  Maduracion in vitro (MIV)

Los ovocitos de mamiferos tienen la capacidad de madurar
espontaneamente hasta el estadio de Metafase Il cuando son liberados
de un foliculo antral y son cultivados in vitro, lo que se denomina

maduracion in vitro (Edwards, 1965; Pincus & Enzmann, 1935).

El medio de maduracion utilizado in vitro usualmente es TCM 199
(Staigmiller & Moor, 1984) suplementado con FSH, LH, estradiol-178 y
suero o albumina (Thompson, 2000; Younis et al., 1989). Se ha
demostrado que la FSH y LH aceleran la progresion meiética y aumenta el

namero de ovocitos que progresa hasta la metafase Il in vitro (Galli &
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Moor, 1991; Moor & Trounson, 1977). El estradiol 17-f por su lado,
contribuye con la FSH y LH para mejorar la maduracion de ovocitos

(Accardo et al., 2004; Bing, Nagai, & Rodriguez-Martinez, 2001).

El medio de maduracion es suplementado con muchos tipos de suero:
suero fetal bovino (FCS), albumina sérica bovina (BSA) o suero de vaca
en estro (ECS) ya que favorece la maduracion in vitro (Leibfried-Rutledge,
Critser, & First, 1986; Leivas et al., 2011). La mayoria de protocolos de
MIV tiene una concentracion de 5 - 20% de suero (Krisher, Lane, &

Bavister, 1999; Takagi et al., 1991).

La MIV de ovocitos es a 38 — 39 °C durante 24 h (Gordon, 2003) y se
realiza bajo una atmosfera controlada a 5% Co, y 20% de O, situacion
distinta a la existente en el tracto genital, donde la concentracién de O, en
foliculos ovéricos, oviducto y Gtero oscila entre 1,5 a 8% (Harvey, 2007).
En bovino, una concentracion de 5% de O, durante la MIV tiene efectos
perjudiciales sobre la maduracion (Pinyopummintr & Bavister, 1995). Y
aunque existen estudios que han analizado el efecto de la MIV a bajas
tensiones de O, sobre el desarrollo posterior a blastocisto, los resultados
son contradictorios, observandose mejoras (Nagao, lijima, & Saeki, 2008)

o efectos desfavorables (Oyamada & Fukui, 2004).
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Holm y Callesen (1998) sugiere que la MIV se encuentra influenciada por
las condiciones ambientales especificas del cultivo como; osmolaridad
(Holm & Callesen, 1998; Yamauchi et al., 1999), temperatura (Lenz, Ball,
Leibfried, Ax, & First, 1983), pH, y concentracion de CO, (Geshi, Yonai,

Sakaguhi, & Nagai, 1999).

Figura 2. Ejemplos de cuatro categorias (1-4) de Complejos ovocito-
cumulus.

Fuente: de Loos et al. (1992).
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2.2.3.2. Fecundacién in vitro (PIV)

Para una fecundacion in vitro exitosa debe existir tres componentes
principales: (1) el espermatozoide capaz de fecundar, (2) los ovocitos
capaces de ser fecundados, y (3) un ambiente in vitro que facilite la

expresion completa de estas capacidades (Foote, 1987).

2.2.3.2.1.  Capacitacion espermatica y reaccion acrosémica.

Los espermatozoides recién eyaculados no poseen capacidad
fecundante (Abou-haila & Tulsiani, 2009; Austin, 1952; Chang, 1951,
O’Flaherty, Beorlegui, & Beconi, 1999). Primero deben ocurrir cambios
bioquimicos y funcionales en el espermatozoide durante su transito a
través del tracto genital femenino (Utero-oviducto) conocido como
capacitacion (Gadella & Luna, 2014; Suarez, 1987), que in Vvivo
usualmente requiere de un periodo de 2 a 7 h segun la especie (Dale &

Eider, 1997; Fukui et al, 1990).

La etapa inicial de la capacitacion espermatica, incluye la remocién de
proteinas y glicoproteinas del plasma seminal, presentes en la superficie
del espermatozoide, como también la reorganizacion y modificacién de las

moléculas de superficie del espermatozoide (Abou-haila & Tulsiani, 2009;
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Jones, 2001). Como resultado ocurre la modificacion del flujo de iones a
través de la membrana que se cree son importantes en iniciar los eventos
de capacitacion; hiperactivacion (movimiento flagelar vigoroso) y reaccion

acrosomal (Abou-haila, 2000).

El acrosoma es una estructura que cubre la porcion anterior del
espermatozoide (Yanagimachi, 1994), y que contiene una variedad de
enzimas hidroliticas principalmente la acrosina e hialuronidasa. La
reaccion acrosdmica ocurre cuando la cabeza del espermatozoide se une
a la zona pelucida (ZP) del ovocito. Este proceso permite al
espermatozoide penetrar la ZP, pasar el espacio perivitelino y fusionarse
con la membrana plasmaética del ovocito (Visconti et al., 1995) para activar
e inducir la reanudacién de la meiosis, division embrionaria mitotica y la
liberacion de granulos corticales para modificar la zona pelucida y

bloquear la polispermia

En condiciones in vivo los eventos tempranos que ocurren en la
interaccidén espermatozoide — ovocito son: capacitacion, penetracion de la
matriz celular del complejo-cumulus, union a la ZP (ZP3) con acrosoma

intacto, reaccion acrosémica, penetracion de la ZP, unién y fusién de
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gametos, y liberacion de granulos corticales (reaccion de la ZP) (Florman

& Ducibella, 2006)

En 1963, Yanagimachi y Chang, primeros en reportar que los
espermatozoides de mamiferos pueden ser capacitados in vitro
(Yanagimachi & Chang, 1963, 1964) en un medio quimicamente definido
conteniendo BSA y sustancias energéticas, tales como glucosa y piruvato,
pero también la presencia del bicarbonato (Dow & Bavister, 1989). La
albumina es la proteina mas abundante en las secreciones del tracto
genital femenino y es un componente importante durante la capacitacion
in vivo o in vitro (Dow & Bavister, 1989). Las proteinas facilitan la
capacitacién por salida de acidos grasos-colesterol desde la membrana
del espermatozoide (Abou-haila & Tulsiani, 2009). La pérdida de acidos
grasos-colesterol incrementa la fluidez y permeabilidad de la membrana
plasmatica del espermatozoide, iniciando los eventos de capacitacion y
reaccion acrosomal (Cross, 1998; Dow & Bavister, 1989), un paso

esencial para fecundar al ovocito (O’Flaherty, Beconi, & Beorlegui, 1997).

2.2.3.2.2.  Preparacion del semen para la fecundacion in vitro

Actualmente existen diferentes métodos disponibles para la seleccion

de espermatozoides in vitro a partir de semen congelado y asi
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incrementar su calidad: lavado-centrifugacién (Fukuda et al., 1990), swim-
up (Parrish et al., 1986) y densidad de gradiente de percoll (Lessley &
Garner, 1983). El swim-up selecciona los espermatozoides por migracion
hacia la superficie, en cambio cuando se utiliza la gradiente de percoll los
espermatozoides normales son seleccionados por gravedad (Lessley &

Garner, 1983; Parrish et al., 1986).

2.2.3.2.3. Fecundacion

Los medios comunes de co-incubacion de ovocitos con
espermatozoides para el proceso de fecundacion in vitro es el medio
Brackett y Oliphant (BO; Brackett & Oliphant, 1975), Fluido Oviductal
Sintético modificado (MSOF; Gordon, 2003), Solucion Tyrode modificado
(Tyrode, albumin, lactate and piruvate (TALP); Parrish, Susko-Parrish,
Winer, & First, 1988), suplementado con fuentes de energia (glucosa,
lactato y piruvato) y BSA (Bavister, Leibfried, & Lieberman, 1983;
Yanagimachi, 1994b). En la especie bovina, la capacitacion espermatica
in vitro se ve favorecida por la incorporacion de heparina al medio
(Gordon, 2003; Parrish, 2014), sin embargo, es necesario ajustar la
concentracion de heparina y numero de espermatozoides para cada

eyaculado (Lu & Seidel, 2004).
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El tiempo de fecundacion es otro factor que puede influir el desarrollo
de blastocistos. Kochhar, Kochhar, Basrur, y Allan King, (2003) reportaron
que la proporcion de embriones divididos que desarrollan a la etapa de
blastocisto es mayor, cuando los gametos son co incubados durante 6 h

comparado a 9, 12 0 18 h.

2.2.3.3. Cultivo embrionario in vitro (PIV)

Durante el transito del embrién a través del oviducto ocurren eventos
importantes como lo es la activacibn del genoma embrionario,
compactacion, cavitacion, diferenciacion celular (trofoblasto: masa celular
interna) (Lonergan & Fair, 2014) y otros. Bajo condiciones in vivo estos
cambios parecen ocurrir en estrecha coordinacién con las células del
oviducto tal como fue demostrado in vitro (Cordova et al., 2014; Cordova,
Perreau, Schmaltz-panneau, Locatelli, & Ponsart, 2013; Rizos, Ramirez,
Pintado, Lonergan, & Gutierrez-adan, 2010; Schmaltz-panneau et al.,

2014).

2.2.3.3.1. Medios de cultivo embrionario

Los medios simples semi definidos mas utilizados para el cultivo de
embriones bovinos son el fluido oviductal sintético (SOF) (Holm, Booth,

Schmidt, Greve, & Callesen, 1999; Tervit et al., 1972), KSOM (Lawitts
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&Biggers, 1991; Liu et al., 1995), CR1 (Rosenkrans & First, 1994) yotros.
Estos medios son complementados con aminoacidos esenciales,
aminoacidos no esenciales (Gardner, Lane, Spitzer, & Batt, 1994) y
factores de crecimiento (Lee & Fukui, 1995; Lonergan et al., 1996; Matsui,
Takahashi, Hishinuma, & Kanagawa, 1997) para satisfacer las

necesidades nutricionales del embrion.

Debido a las diferencias en la concentracion de componentes en el
fluido del oviducto y utero (Tabla 1), como también los cambios en la
actividad metabdlica durante el desarrollo embrionario temprano (Gardner
& Lane, 2002) se han disefiado medios secuenciales para satisfacer las
necesidades nutricionales del embrion en sus distintas etapas de
desarrollo (Gardner & Lane, 1998; Lane et al., 2003; Nedambale et al.,

2004).
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Tabla 1. Diferencias en el ambiente del oviducto y utero.

Composicién Oviducto Utero
Glucosa 0,5mM 3,15 mM
Piruvato 0,32 mMm 0,20 mM
Lactato 10,5 mM 5,2 mM
Oxigeno 8% 1,5%
Diéxido de carbono 12% 10%

pH 7,5 71
Glicina 2,77 mM 19,33 mM
Alanina 0,5mM 1,24 mM
Serina 0,32 mM 0,80 mM

Fuente: Gardner y Lane (2002)

El cultivo de embriones en medios secuenciales tiene dos fases; la
primera contiene piruvato para el desarrollo desde la division hasta la
etapa de 12 células (Pre compactacién) y la segunda contiene glucosa
para soportar el desarrollo desde la compactacion hasta blastocisto

(Gardner & Lane, 1998).

2.2.3.3.2.  Metabolismo embrionario durante el cultivo in vitro (CIV)
El uso del sustrato en los cultivos in vitro de embriones varia segun la
especie ya que durante el desarrollo del embrion éste tiene diferentes

requerimientos energéticos, el medio de cultivo in vitro debe de proveer al
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embrién con sustratos de energia, aminoacidos, factores de crecimiento y

otros (Thompson, 2000) de acuerdo a sus distintas etapas.

El consumo de oxigeno y glucosa se eleva conforme el embrion
avanza hacia la etapa de blastocisto (Gardner & Leese, 1988; Hardy et
al., 1989; Houghton, Thompson, Kennedy, & Leese, 1996). El piruvato y
lactato son la fuente de energia para embriones bovinos desde cigoto
hasta la etapa de 8-16 células (Leese & Barton, 1984), y desde la
activacion del genoma embrionario (EGA: 8 a 16 células) a la etapa de
blastocisto, los embriones utilizan la glucosa como la fuente principal de
energia para la compactacién y blastulacion (Gardner & Lane, 1998;

Khurana & Niemann, 2000).

2.2.3.3.3.  Suero fetal bovino (FCS)

El medio de maduracion es suplementado con muchos tipos de suero:
suero fetal bovino (FCS; Fetal Calf Serum por sus siglas en inglés), y
albumina sérica bovina (BSA) ya que favorece la formacion de blastocisto

in vitro.

El FCS es uno de los suplementos mas utilizados para el cultivo in

vitro, y es una fuente rica de nutrientes y antioxidantes (Catt, 1994; Peter
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Holm et al., 1999), factores de crecimiento y hormonas que puede
proporcionar un ambiente adecuado para el desarrollo del embridn

(Gardner et al., 1994), pero también se utiliza la BSA (Gordon, 2003).

El FCS tiene un doble efecto sobre el embrion bovino, inhibiendo las
primeras divisiones (2-células a la etapa de morula) (Pinyopummintr &
Bavister, 1991), pero acelera el desarrollo posterior en la formacion y
eclosion de blastocisto (Bavister, 1995; Pinyopummintr & Bavister, 1991),
también altera elmetabolismo (Gardner et al., 1994), aumenta el indice de
glucolisis (Rebecca L Krisher et al., 1999); la cantidad de lipidos es mayor
en morulas y blastocistos (Abe, Yamashita, Satoh, & Hoshi, 2002; Crosier,
Farin, Dykstra, Alexander, & Farin, 2000; Thompson, Gardner, Pugh,
Mcmillan, & Robin Tervit, 1995) produce moérulas oscuras y menos
compactas (Abe & Hoshi, 2003; Shamsuddin & Rodriguez-Martinez, 1994)
gque disminuye la sobrevivencia embrionaria después de la
criopreservacion (Rizos et al., 2003; Rizos, Fair, Papadopoulos, Boland, &

Lonergan, 2002).

Diversos estudios han determinado que la suplementacién con suero

fetal podria también tener efectos deletéreos en el embrién (Galli &

Lazzari, 2008; Hasler, 2000; Lazzari et al., 2002). Una de estas
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consecuencias deletéreas se refiere al sindrome del ternero pesado (LOS,
large offspring syndrome) donde se produce un desarrollo alterado del
embridn; incrementando asi la mortalidad embrionaria, aborto, fetos y la
produccion de terneros pesados, con deformidades musculo esqueléticas,
con crecimiento anormal de Organos internos, y anormalidad en el
desarrollo de la placenta (Farin, Piedrahita, & Farin, 2006; Lane et al.,
2003). Este problema podria ser eliminado cuando el suero es

reemplazado con BSA (Thompson et al., 1995).

2.2.3.3.4. Evaluacion de la calidad embrionaria

Algunas caracteristicas para evaluar la calidad embrionaria: nimero
de células, re-expansion y eclosion post-descongelacién (Stinshoff,
Wilkening, Hanstedt, Brining, &Wrenzycki, 2011), la sobrevivencia a la
congelacion, la capacidad de implantacion posterior a la transferencia, la
proporcion entre la masa celular interna y el trofoblasto, metabolismo, y la
expresion de ciertos genes, sobre todo aquellos relacionados al
metabolismo embrionario (Cordova et al., 2014; Lindner & Wright, 1983;
Lonergan & Fair, 2008; Lonergan & Fair, 2014; Numabe, Oikawa, Kikuchi,
& Horiuchi, 2000; Park, Kim, Kim, Park, & Byun, 2005; Russell, Baqir,

Bordignon, & Betts, 2006).
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Generalmente un blastocisto de buena calidad contiene una cavidad
blastocélica bien expandida, un trofoblasto homogéneo y la masa celular
interna (ICM) claramente visible (B6 & Mapletoft, 2013). La Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones (IETS) elabor6 una guia
utiizando el método morfoldégico para clasificar la calidad de los
embriones (Tabla 2 y 3) (B6 & Mapletoft, 2013; Stringfellow & Givens,

2010).

Tabla 2. Evaluacién y clasificacion morfologica del embrion bovino a partir

de moérula segun su estadio de desarrollo.

Etapa Codigo Caracteristicas
Mérula 3 Los blastomeros individuales son dificiles de diferenciar una de
otra.
. Moérula 4 Los blastémeros individuales se han fusionado, formando una
compacta masa compacta. El embrion ocupa el 60 — 70% del espacio
perivitelino.
Blastocito 5 El embrion ha formado una cavidad lleno de liquido o blastocele y
temprano tiene la apariencia de un anillo. El embrién ocupa el 70 — 80% del

espacio perivitelino.

Blastocito 6 Pronunciada diferenciacion entre el trofoblasto y la masa celular
interna. El blastocele es mas prominente y el embrién ocupa casi
todo el espacio perivitelino.

Blastocito 7 Incremento pronunciado del tamano del embrion con el
"4\ expandido adelgazamiento simultaneo de la zona pelucida.

Blastocito 8 El embrion puede estar en el proceso de eclosion o
. eclosionado completamente libre de la zona pelucida. El aspecto puede ser
] esférico con un blastocele bien definido o puede estar colapsado.

Fuente: Stringfellow y Givens (2010). B6 y Mapletoft(2013)
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Tabla 3. Evaluacion y clasificacion del embrién bovino segun la calidad en

base a su integridad morfolégica.

Calidad Codigo Caracteristicas

Masa embrionaria esférica y simétrica, células uniformes en

tamano, color, densidad. Consistente con estado de desarrollo.
1 Irregularidades menores. Prelucida esférica, sin deformaciones

85% de material celular intacto y viable (sin células extrudidas en

espacio perivitelino)

Irregularidades moderadas en aspecto, forma, tamano, color y

densidad de células. 50% material celular intacto y viable.

. Excelente o
Bueno

Regular 2

Irregularidades mayores en forma y tamafno de masa embrionaria
y en tamano, color y densidad de células individuales. 25%
') Pobre 3 material celular intacto y viable.

Degenerado, muerto o de 1 célula. Estos no son viables y

deberian ser descartados.
Muerto o

degenerado

Fuente: Stringfellow y Givens, (2010); B6 y Mapletoft, (2013).

2.2.4. El fluido folicular (FF)

2.2.4.1. Su origen

El FF se origina del plasma sanguineo y del metabolismo de las
células foliculares (Granulosa y teca) pero también del ovocito durante el
desarrollo folicular (Rodgers & Irving-rodgers, 2010; Van Den Hurk &

Zhao, 2005).
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2.2.4.2. Su composicién

Los componentes del FF se derivan principalmente de la sangre por
filtracion del plasma por los foliculos antrales e incluye los productos
sintetizados por las células foliculares y del ovocito (Driancourt & Thuel,
1998; Edwards, 1974; Nandi, Kumar, Manjunatha, Ramesh, & Gupta,

2008).

El FF consiste de varias sustancias moduladoras y reguladoras,
contiene altos niveles de nutrientes, electrélitos, hormonas, factores de

crecimiento, y enzimas (Tabla 4 y 5).

2.2.4.3. Su funcién

El FF provee un microambiente muy importante para el desarrollo de
ovocitos (Revelli et al.,, 2009). En muchos mamiferos, ambos la
maduracién nuclear y citoplasmatica de ovocitos pre-ovulatorios son
completados dentro de los grandes foliculos antrales que contiene FF en
su interior (Van Den Hurk & Zhao, 2005), 24 a 27 h después del pico de

LH (Hafez, 1996; Rathbone et al., 2001).

Durante el crecimiento del ovocito, el FF evita la reanudacion

prematura de la meiosis, facilita la ovulacion, mejora la atraccion
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espermética, motilidad y reaccion acrosdmica (Avery, Strobech, Jacobsen,

Bogh, & Greve, 2003).

Algunos componentes del FF, ha sido sugerido que promueve la
maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito (Ali et al., 2004; Artini et
al., 1994; Driancourt & Thuel, 1998). Actualmente varios de estos ya fue
identificado (Tabla 6). Sin embargo, hay reportes sugiriendo efecto
inhibitorio de FF sobre la maduracion citoplasmatica de ovocitos (Ayoub &
Hunter, 1993; Choi, Takagi, Wijayagunawardane, et al., 1998; Kim et al.,

1996).

El FF contiene factores capacitantes e inductores de reaccion
acrosomica para el espermatozoide (McNutt & Killiam, 1991). La
progesterona producido durante la ovulacién, induce la reaccion
acrosomal por interactuar con la membrana del espermatozoide segun
sugieren McNutt y Killiam (1991), Tulsiani, Abou-haila, Loeser, y Pereira
(1998). Prostaglandinas y glucosaminoglucanos presentes en el FF
también ha sido reportado en inducir la reaccion acrosomal (Lenz, Lohse,
et al., 1983; Parrish, 2014; Roldan & Fraser, 1998). Si estos factores del
FF que son beneficiosos para la maduracion y competencia del ovocito

pueden ser aisladose identificados, probablemente ayudarian a mejorar el
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sistema de la MIV y ademas entender el mecanismo de maduracién

citoplasmatica (Yamada & Isaji, 2011).

Tabla 4. Componentes no-hormonales del fluido folicular.

Componente

Ref.

Electrolitos

Carbohidratos

Acidos grasos

Aminoacidos

Proteinas

Metabolitos

Na, K, Cl, HCO,, PO,, Mgy Ca

Glucosa, Piruvato, Lactato.

Miristico, Pentadecanoico, Palmitoleico,
Palmitoleico Palmitico, Oleico
¥-Linolenico, Linoleico

Linolenico, Estearico Heptanoico,
Heptadecanoico

Araquidénico

Alanina, Valina, Leucina, Prolina, Glicina,
Serina, Treonina, Glutamina, Metionina,
Aspartato, Cisteina, Fenilalanina,
Glutamato, Arginina, Lisinay Tirosina.

Pre-albumina, Albumina, Ge-globulina,
IgG, IgM, a1-lipoproteina,
B2-glicoproteinay a2-macroglobulina,

Urea

Iwata et al.(2004
Leroy et al. (2004)
McDowall (2004)

Matoba et al. (2014)

Orsi, Gopichandran, Leese,
Picton, & Harris (2005)
McDowall (2004)

Matoba et al. (2014)
Leroy et al. (2004)

Matoba et al. (2014)
Orsi, Gopichandran, Leese,
Picton, & Harris (2005

Andersen, Kroll, Byskov, &
Faber (1976)
Leroy et al. (2004)

Matoba et al. (2014)

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 5. Hormonas gonadotroficas, esteroideas y factores de crecimiento

en el fluido folicular.

Componente Ref.
Gonadotropinas FSH Henderson, McNeilly, &
LH Swanston, (1982)

Dieleman, Bevers,
Poortman, & van Tol (1983)
Fortune & Hansel (1985)

Esteroides Testosterona (T4) Henderson, McNeilly, &
Progesterona (P4) Swanston, (1982)
Estradiol (E2) Dieleman, Bevers,

Poortman, & van Tol (1983)
Fortune & Hansel (1985)

Factores de Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) De La Fuente, O'Brien, &

crecimiento Activina Eppig, (1999); Pat
Inhibina Lonergan et al., (1996),
Leptina Silva & Knight, (1998)
Factor de Crecimiento Transformante (TGF-a) Kennard, Kim, & Seifer
Fluido Folicular Activador de Meiosis (FF- (1998), Stock, Woodruff, &
MAS) Smith (1997), Cioffi et al.,

(1997), Kobayashi et al.
(1994), Marin Bivens et al.
(2004)

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 6. Factores promotores de la maduracion del ovocito.

Factores

Funcidén

Ref.

Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF)

Hormona de crecimiento
(GH) IGF-I, EGF

Activina

Inhibina

Leptina

Facter de Crecimiento
Transformante (TGF-a)
Fluide Folicular Activador
de Meiosis (FF-MAS).

Factor de Crecimiento del
Endotelio Vascular(VEGF)

Factor de Crecimiento
Insulinico Tipe 1(IGF-I)

Estimula la expansion de
las células del cmulos.
Promueve maduraciéon
nuclear y citoplasmatica
Estimula la maduracidon
nuclear del ovocito

Mito génico, induce
maduracion nuclear de
ovocitos

Estimula la maduracidon
de ovocito

Mejora el desarrollo post-
divisién

Su rol en el desarrollo del
ovocito no ha sido
determinado.

Estimula la maduracion
nuclear del ovocito
Capacidad para reiniciar
la meiosis en ovocitos
Mejora el desarrollo
embrionario

Estimula la maduracidon
nuclear

Mejora la Maduracion del
ovocito y desarrollo
embrionario temprano
Estimula la maduracién
nuclear del ovocito

De La Fuente, O'Brien, &
Eppig, (1999);

Lonergan et al., {1996)
(Artini et al., 1994;
Driancourt & Thuel, 1998)

(Artini et al., 1994)

Silva & Knight, {1998)
Kennard, Kim, & Seifer,
(1998)

Stock, Woodruff, & Smith,
(1997)

Cioffi et al., (1997).

Driancourt & Thuel (1998)
Kobayashi et al. (1994)
Byskov, Andersen,
Leonardsen, & Baltsen
(1999), Cukurcam,
Betzendahl, Michel, Vogt,
& Lindenthal (2007;)
Grondahl, Hansen,
Marky-nielsen, Ottesen, &
Hyttel (2000), Marin
Bivens et al. (2004)

Lueo, Kimura, & Hirako
(2006)

Artini et al. (1994)
Driancourt & Thuel {(1998)
Revelli et al. (2009)

Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Lugar de estudio

El estudio fue realizado en la Seccion de Biotecnologia Reproductiva
del Laboratorio de Reproduccién, Facultad de Medicina Veterinaria en la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos — Lima, durante los meses de

Julio, Agosto, septiembre y Octubre — 2014.

3.1.2. Material de estudio

3.1.2.1. Obtencion de ovocitos
En el estudio se utilizaron un pool de ovocitos (n = 1048) provenientes

de ovarios (n = 129) de vacas con un historial reproductivo desconocido.
3.1.2.2. Obtencién del fluido folicular (FF)

Para fines de este estudio se utilizé FF recuperado a partir de foliculos
(mayor a 15 mm en diametro) presente en los ovarios provenientes de

vacas con historial reproductivo desconocido.



3.1.3. Materiales y equipos de laboratorio
e Placas Petri (100x10, 60x10, 30x15 mm)

e Botellas (50, 100, 250, 1000 mL), Beaker (50, 100, 400 mL),

Probeta graduada de vidrio (100 mL).
e Tubos Falcon (45, 15, 10, 5 mL)
e Filtros 0,2 um
e Desinfectante (Alcohol 70°)
e Guantes Estériles, papel toalla,

e Centrifuga, Bafio maria, Estufa, Incubadora Co2, Microscopios,

Balanza analitica, Pipetas y tips (10, 100, 200, 1000 pL)

e Refrigeradora, Tanque de Nitrdgeno, Termometro y Termos.

3.1.4. Reactivos y sustancias quimicas

Todos los productos quimicos utilizados fueron de Sigma Chemical Co

(St. Louis, MO), a no ser que se indique otra procedencia.

49



3.2.Métodos

3.2.1. Tipo de investigacion

El tipo de investigacion fue experimental. Se establecieron dos
tratamientos con 7 repeticiones cada uno, para evaluar el efecto de FF en
la produccidn in vitro de embriones. Las variables de estudio observadas
fueron; division, estadio de desarrollo embrionario y formacién de

blastocito.

3.2.2. Disefio de investigacion

El disefio experimental fue completamente aleatorio. Los ovocitos

fueron asignados al azar a uno de los tratamientos.

3.2.3. Procedimiento experimental

3.2.3.1. Obtencién de ovocitos

Ovarios (n = 192) de vacas con historial reproductivo desconocido
fueron obtenidos desde un centro de beneficio local, transportados en
solucion salina (0,9% NacCl) suplementado con penicilina (100 Ul/mL),

estreptomicina (0,1 mg/mL) y anfotericina B (0,25 pg/mL) a 35°C, al
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laboratorio en las 3 — 4 h siguientes. Los ovocitos fueron aspirados de
foliculos 2 a 8 mm de diametro con una aguja 18 G x 1 1/2” conectada a
una jeringa de 10 mL. Previo al cultivo, los complejos cumulus-ovocitos
(COCs) fueron evaluados morfologicamente segun de Loos, Van Maurik,
Van Beneden, & Kruip (1992) bajo un estereomicroscopio. Solamente
ovocitos de categoria | y Il con mas de 3 capas de células del cumulus a
su alrededor y citoplasma homogéneo fueron seleccionados, y distribuidos

aleatoriamente de acuerdo al disefio experimental (seccion 3.2.4.).

3.2.3.2. Coleccion y preparacion del fluido folicular (FF)

Los ovarios fueron previamente evaluados segun el criterio descrito
por Ireland, Murphee, y Coulson (1980) (Anexol) luego el FF fue aspirado
de varios foliculos grandes (15 mm de diametro), y depositado en tubos
Falcon de 15 mL y centrifugado tres veces a 800 x g por 30 min, el
sobrenadante fue recuperado en tubos Falcon de 15 mL e inactivado a 56
°C por 30 min en bafio maria, luego las muestras de FF fueron
conservadas en crio-viales a —20 °C hasta su posterior uso, una sola

muestra fue utilizado en todas las réplicas.
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3.2.3.3. Maduracién in vitro

Los complejos cumulus-ovocitos (COCs) fueron seleccionados segun
criterio descrito por de Loos et al. (1992) (Figura 2, pp. 28).
Posteriormente, fueron lavados en Talp-Hepes suplementado con 10% de
FCS, 0,2 mM de piruvato y 50 pg/mL de gentamicina e incubados en
grupos de 10 en gotas de 50 uL de medio de maduracion cubierta con
aceite mineral de manera aleatoria. El medio de maduracion utilizado fue
de acuerdo al disefio experimental descrito en la seccion 3.2.4 y Anexo 2.
Posteriormente, los COCs fueron incubados durante 24 h a 38,5 °C a una

atmosfera de 5% CO, y humedad saturada en una incubadora.

3.2.3.4. Capacitaciéon y seleccién espermética

Semen de un solo toro Holstein de probada fertilidad segun los
Registros del Banco Nacional de Semen, fue usado en todos los

experimentos.

La separacion de los espermatozoides fue realizada mediante
gradiente de Percoll (Parrish, Krogenaes, & Susko-Parrish, 1995). La
pajuela de semen fue descongelado a 37 °C por 40s en bafio maria, el
semen descongelado fue colocado sobre la superficie de gradiente de

Percoll (45/90) y centrifugado a 600 x g durante 10 min. El sedimento fue
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re suspendido en 5 mL de Talp-Hepes, centrifugado nuevamente a 300 x
g durante 5 min y re suspendiéndolo en 30 pl de medio Fert-Talp en un
tubo eppendorf. La motilidad fue determinada subjetivamente en
microscopio optico (10X) de acuerdo a parametros descritos por Madrid-
bury, Pérez-garnelo, Oter, Gutierrez, y De la Fuente Martinez (2002).

Aquellos con motilidad mayor a 50% fueron incluidos en el estudio.

3.2.35. Fecundacion in vitro

Después de 24 h de incubacion, los COCs madurados se lavaron 4
veces en medioTalp-Hepes, suplementado con BSA (3 mg/ mL), piruvato
(0,2 mM) y gentamicina (50 ug/mL), y una vez en medio de fecundacion.
Los COCs con células del cumulus expandidas fueron transferidos a
placas petri conteniendo gotas de 44 ul del medio de fecundacion Fert-
Talp (Parrish et al., 1988) (Anexo 3) suplementado con BSA (6,0 mg/mL),
piruvato (0,2 mM) y gentamicina (50 pg/mL), cubiertos con aceite mineral.
Una alicuota de 2 ul de semen obtenido por gradiente de Percoll fue
afiadido a cada gota de fecundacion para proveer una concentracion de
2x10°/mL de espermatozoides motiles. Ademas se afadieron 2 pL PHE
(penicilamina 2 pyM, hipotaurina 10 yM y epinefrina 1 uM) y 2 uL de

heparina (2 pupg/mL) al medio de fecundacién. EI co-cultivo de
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espermatozoides y ovocitos se mantuvo durante 18 — 20 h a 38,5°C a una

atmosfera con 5% CO; en aire y humedad saturada.

3.2.3.6. Cultivo in vitro

Transcurrida 18 - 20 h post-FIV, las células del cumulus vy
espermatozoides fueron removidas de los ovocitos por pipeteo suave (2
min) mediante una pipeta fina de vidrio. Los probables cigotos de ambos
grupos obtenidos en el experimento 1 fueron lavados de manera
independiente cuatro veces en medio SOF-Hepes suplementado con
PVP — 40 (4 mg/mL), L-glutamina (1 mM); Piruvato (0,2 mM), gentamicina
(50 pg/mL), aminoacidos esenciales MEM (1X) y aminoacidos no
esenciales MEM (1X) previo a la transferencia de los cigotos al medio de
cultivo embrionario.Para el cultivo embrionario in vitro se consideré dos

etapas:

Primera etapa; los probables cigotos fueron transferidos en grupos de
15 — 20 a 35 pL de medio de cultivo KSOM (Anexo4) suplementado con
BSA (1 mg/mL), L-glutamina (1 mM),Piruvato (0,2 mM), gentamicina (50
pg/mL), EDTA (10 uM), aminoéacidos esenciales MEM (1X) y aminoacidos
no esenciales MEM (1X). Las placas conteniendo cigotos en gotas de

cultivo embrionario bajo aceite mineral fueron mantenidas durante 48 h en
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una incubadora a 38,5 °C, con 5% CO, en aire y alta humedad (Ver

disefio experimental seccion 3.2.4).

Segunda etapa; luego de las 48 h de la primera etapa de cultivo, los
embriones en etapa de 2 a mas células y en grupos de 15 - 20 fueron
transferidos a uno de los medios de cultivo experimental (Figura 3): grupo
control (KSOM); KSOM (Anexo: 5) suplementado con 5% FCS, L-
glutamina (1 mM), Piruvato (0,2 mM), gentamicina (50 ug/mL),
aminoéacidos esenciales MEM (1X) y aminoacidos no esenciales MEM
(1X) o grupo tratamiento (SOF); SOF (Anexo: 6) suplementado con L-
glutamina (1 mM), Piruvato (0,2 mM), gentamicina (50 ug/mL), 5% FCS,
glucosa (1,5 mM), aminoacidos esenciales MEM (1X) y amino&cidos no
esenciales MEM (1X). Las placas conteniendo cigotos en gotas (35 L) de
cultivo embrionario bajo aceite mineral fueron incubadas por 5 dias a

38,5°C, en una atmosfera con 5% CO,y alta humedad.

3.2.4. Disefio experimental

Para evaluar el efecto de la adicién de FF en medio de maduracién de

ovocitos in vitro sobre la division y desarrollo embrionario para la

produccion in vitro de embriones bovinos, se realizaron dos experimentos.
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3.24.1. Experimento 1. Efecto del fluido folicular sobre la
division embrionaria y el desarrollo embrionario temprano a las
72h post-FIV.

El experimento fue replicado 7 veces con un total de 1048 ovocitos,
para examinar el efecto del fluido folicular cuando es afiadido al medio de
maduraciéon de ovocitos sobre la divisibn y velocidad de desarrollo
embrionario. Después de la aspiracion, los ovocitos de categoria | y I, fue
asignado al azar a uno de los siguientes medios de maduracion (Figura 3

y Anexo 2):

— Grupo Control (TCM + H); TCM 199, suplementado con FCS
(10%), FSH (0,5 pug/mL), LH (5 pg/mL), 17-B estradiol (1 pg/mL),

piruvato de sodio (0,2 mM/mL) y gentamicina (50 ug/mL)

— Grupo Tratamiento (TCM + FF); TCM199, suplementado con FCS

(5%), FF (10%), piruvato de sodio (0,2 mM/mL) y gentamicina (50

Mg/mL)
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3.24.2. Experimento 2. Efecto del medio de cultivo sobre la

formacion de blastocisto.

El experimento fue replicado 7 veces con un total de 590 embriones,
para examinar el efecto del medio de cultivo sobre la formacion de
blastocito. Los embriones en la etapa de dos a mas células obtenido a las
72 h post-FIV en el experimento 1, fueron asignados al azar a dos medios

de cultivo embrionario (Figura 3, Anexo 4y 6):

— Grupo Control (KSOM)

— Grupo Tratamiento (KSOM - SOF)

Durante todo el estudio (Experimento 1 y 2) se mantuvo la

independencia de ambos grupos (control y tratamiento). Estos fueron

cultivados hasta 192 h post-FIV (Dia 8).
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EXPERIMENTO1  EXPERIMENTO 2

Maduracién in vitro  Fecundacién in vitro | Cultivo embrionario in vitro

mTALP
[18-20 h]

GRUPO
CONTROL

GRUPO
TRATAMIENTO

KSOM
[48 h]

KSOM
[48 h]

mTALP
[18-20h]

KSOM
[48 h]

Figura 3. Disefio experimental del estudio.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.2.5. Variables evaluadas

Los datos fueron recolectados a partir de la observacidon mediante

microscopia optica (estereoscopio).

3.25.1. Divisién embrionaria

La divisibn embrionaria fue evaluada a las 72 h post-FIV mediante
microscopia 6ptica de acuerdo a Hamilton y Laing (1946). Los ovocitos
fueron considerados divididos si las blastomeras eran de tamafo

homogéneo (Anexo 8).

3.25.2. Estadio de desarrollo embrionario

El estadio de desarrollo embrionario fue determinada a las 72 h post-
FIV mediante microscopia oOptica de acuerdo a Hamilton y Laing (1946).
Las etapas del desarrollo embrionario fueron categorizadas en; 1 Célula
(1C), 2 Células (2C), 4 Células (4C), 8 Células (8C) y mas de 8 Células

(>8C) (Anexo 8).

3.2.5.3. Formacién de blastocisto

El nimero de ovocitos divididos que alcanzaron la etapa de

blastocisto (expandido y eclosionado) fue determinado a los 7 — 8 dias
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(192 h post-FIV) mediante microscopia Optica de acuerdo a B6 y Mapletoft

(2013) (Tabla 2, pp. 39).

3.2.6. Andlisis estadistico

Las diferencias entre los grupos de tratamiento, en cada experimento
fueron comparados mediante la prueba de independencia usando el test
de x? (Statistical Analysis System; SAS Institute, Cary, NC, USA). Una

probabilidad de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Un total de 4259 foliculos fueron aspirados de 192 ovarios. De estos,
2039 complejos cumulus-ovocitos (COCs) fueron recuperados, de donde
el 57,1y 42,9% fue clasificado en categoria | - Il y lll - IV respectivamente
(Tabla 7; Anexo 7).Solamente 1048 COCs de categoria | — Il fueron

utilizados en el estudio.

Tabla 7. Tasa de recuperacion y categoria de COCs (%) colectados

provenientes de ovarios de vacas (xxDE).

Foliculos COCs Tasade Categoria COC (%)
Ovarios

aspirados (n) recuperados  recuperacion (%) -1 -1
192 4259 2039 47,7+ 6,2 57,1 42,9

COCs: complejos cumulus-ovocitos

Fuente: Elaboracion propia.



4.1. Experimento 1. Efecto del fluido folicular (FF) sobre la division y

el desarrollo embrionario temprano

Los resultados obtenidos respecto al primer objetivo del estudio, luego
de la adicién de FF al medio de maduracion de ovocitos sobre la division

embrionaria se muestran resumidos en la Tabla 7 y Figura 5.

La tasa de division esta definido como el porcentaje de embriones en
la etapa de 2 a >8 células a las 72 h post-FIV (Figura 4, Anexo 8). En
nuestro estudio se observa que el grupo de ovocitos madurados en medio
TCM + H (58,32%) fue superior en tasa de division comparada al medio
TCM + FF (54,19%). Aunque no se demostr6 ninguna diferencia

estadistica entre grupos (p>0,05; Tabla 8).

Tabla 8. Efecto de la adicién de FF al medio de maduraciéon de ovocitos

sobre la divisibn embrionaria (n = 1048).

Grupo Ovocitos(n) Tasade divisiéon n (%)
TCM+H 535 312 (58,32)
TCM+FF 513 278 (54,19)

TCM+H (TCM199 + FSH + LH + E2 + Piruvato + 10% FCS + antibioticos)
TCM+FF (TCM199 + 5 % FCS + 5 % FF + Piruvato + antibiéticos)

p>0,05 entre grupos evaluados (X% Anexo 9).

Fuente: Elaboracion propia.

62



[ Antes de 8-células >| Después de 8-células )

Figura 4. Estadios de desarrollo embrionario bovino previo a la

compactacion post-FIV.

Fuente: Modificado de Hamilton y Laing (1946)

100 +
90 -
80 -
70
60 - >8% 54%
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Divisién (%)

TCM+H TCM+FF
Medio de Maduracion

Figura 5. Porcentaje de division en ovocitos madurados en TCM+H o
TCM+FF, a las 72 h post-FIV (p>0,05).

Fuente: elaboracion propia.

Los resultados respecto al segundo objetivo del estudio, efecto del

medio de maduracién sobre el desarrollo embrionario en los ovocitos
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bovinos después de la fecundacion in vitro es presentado en la Figura 6.
La proporcion de embriones en el estadio 2, 4, 8 y mas de 8 células en
base a la Figura 4, observado a las 72 h post-FIV fue similar en ambos
grupos TCM + Hy TCM + FF (p>0.05; Figura 6, Anexo 10). Se puede
observar que, en ambos grupos hubo una alta proporcién de embriones
divididos (etapa 4-celulas sobre 72 post-FIV), mientras que la proporcién
de ovocitos no-divididos (1-cel) en ambos grupos fue similar (41,7% vs

45,8%; p>0,05).

70 ~
BTCM+H (n=535)
60 - BETCM+FF (n=513)
£ 50 45,8
o :
]
c 40
o
-
£
30 29
3 26,6
S
3
@ 20 16,6
11,4
10 - 9.6
24 19
i [ [
[} T T T T 1
235 85 155 134 81 49 13 10
1-cel 2-cel 4-cel 8-cel >8-cel

Estadio del desarrollo embrionario

Figura 6. Porcentajes en diferentes estadios de desarrollo embrionario
después de la maduracion de ovocitos en TCM +H (TCM 199 + FSH + LH
+ E2 + Piruvato + 10% FCS + antibi6ticos) o TCM + FF (TCM199 + 5%

FCS + 5% FF + piruvato + antibioticos) luego de la fecundacion in vitro y
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después de 72h post-FIV. Numero en la base de cada barra indica el total

de embriones en diferentes estadios.p>0,05 entre grupos evaluados (X?;

Anexo 10).

Fuente: Elaboracion propia.

4.1.1. Contrastaciéon de hipotesis: efecto del fluido folicular sobre la

division embrionaria.

1.

Hipotesis

Hipotesis nula  (Ho): las variables son independientes.

Hipotesis alterna (H,): las variables no son independientes.

2.

3.

Nivel de significacion: a =0,05

Estadistico de Prueba: X* = 1,82 6 p=0,187

Regioén critica: X%.5, 1= 3,84 6 p<0,05

Decision: El valor del estadistico de prueba pertenece a la
region de aceptacion, por tanto aceptamos la hipétesis nula.
Conclusion:

Como el valor p = 0,187 encontrado es superior a a = 0,05, es

posible plantear que la tabla de datos no aporta evidencias

suficientes para considerar que hay asociacion o vinculo entre el

medio de maduraciéon y la division embrionaria a un nivel de

significacién de un 5%.
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4.1.2 Contrastacion de hipotesis: efecto del fluido folicular sobre el

desarrollo embrionario temprano.

1.

Hipotesis

Hipotesis nula  (Ho): las variables son independientes.

Hipotesis alterna (H,): las variables no son independientes.

2.

3.

Nivel de significacion: a =0,05

Estadistico de prueba: X* = 3,14 6 p = 0,541

Regioén critica: X%.5, 4= 9,49 6 p<0,05

Decision: El valor del estadistico de prueba pertenece a la
region de aceptacion, por tanto aceptamos la hipétesis nula.
Conclusion:

Como el valor p = 0,541 encontrado es superior a a = 0,05, es

posible plantear que la tabla de datos no aporta evidencias

suficientes para considerar que hay asociacion o vinculo entre el

medio de maduracion y estadio de division embrionaria a un nivel

de significacién de un 5%.
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4.2.Experimento 2. Efecto del medio de cultivo sobre la formacién de

blastocisto

Los resultados respecto al tercer objetivo del estudio, efecto del medio
de cultivo Unico o secuencial de embriones sobre la formacion de
blastocistos estan resumidos en la Tabla 9. Se evaluaron la formacion de
blastocistos al dia 8 en funcién al nimero de ovocitos divididos. Se puede
observar que no hubo diferencias significativas en la tasa de blastocistos
entre los grupos TCM+H — KSOM, TCM + H — KSOM/SOF, TCM + FF —
KSOM y TCM + FF - KSOM/SOF (10,4; 13,9; 119 y 13,3%
respectivamente) (Figura 7). Si bien, cuando los datos son examinados
individualmente el grupo de embriones cultivados en medio secuencial
(KSOM — SOF) fue superior en nuimero de blastocistos desarrollados
respecto al medio de cultivo Unico (KSOM) pero estadisticamente no es

significativo (p>0,05; Tabla 9; Anexo11).

67



Tabla 9. Efecto del medio de cultivo Unico (KSOM) o secuencial (SOF)
sobre el desarrollo embrionario en ovocitos madurados en TCM + H y

TCM + FF (n = 590).

Medio de_ ] Medio de cultivo ()_vc_)c_itos Tasa de_
maduracién divididos (n) blastociston (%)
TCM+H KSOM 154 16 (10,4)
KSOM/SOF 158 22 (13,9)
TCM+FF KSOM 143 17 (11,9)
KSOM/SOF 135 18 (13,3)

No existen diferencias estadisticas significativas entre los grupos
evaluados por X? (p>0,05; Anexo 10).

Fuente: Elaboracion propia.
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100 -
o0 = TCM+H
80 - TCM+FF
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20 -
40 -
30 -
20 - 10,4 11,9 13,9 13,3

10

KSOM KSOM-SOF
Medio de cultivo

Blastocito (%)

Figura 7. Efecto de medio de cultivo in vitro sobre tasa de blastocisto al
dia 8 (p>0,05).

Fuente: Elaboracion propia.
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4.2.1 Contrastacion de hipotesis: efecto del medio de cultivo sobre

la formacion de blastocisto.

1.

Hipotesis

Hipotesis nula  (Ho): las variables son independientes.

Hipotesis alterna (H,): las variables no son independientes.

2.

3.

Nivel de significacion: a =0,05

Estadisticode Prueba: X? = 1,05 6 p = 0,789

Regioén critica: X%.¢5, 3= 7,82 6 p<0,05

Decision: El valor del estadistico de prueba pertenece a la
region de aceptacion, por tanto aceptamos la hipétesis nula.
Conclusion:

Como el valor p = 0,789 encontrado es superior a a = 0,05, es

posible plantear que la tabla de datos no aporta evidencias

suficientes para considerar que hay asociacion o vinculo entre el

medio de cultivo embrionario y la formacién de blastocisto a un

nivel de significacion de un 5%.
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CAPITULO V

DISCUSION

El presente trabajo de investigacion fue realizado para determinar el
efecto de la adicion de FF al medio de maduracion de ovocitos en la
produccion in vitro de embriones bovino y su efecto en el desarrollo
embrionario luego de la utilizacion de un medio de cultivo secuencial

(KSOM-SOF).

5.1.Experimento 1. Efecto del fluido folicular (FF) sobre la division y

el desarrollo embrionario temprano

El primer objetivo de esta tesis es referente a la evaluacion del efecto
de la adicion de FF al medio de maduracién sobre la division de ovocitos.
Existen trabajos realizados previamente que evaltan el efecto de FF en la
maduracion del ovocito para imitar las condiciones fisiolégicas después
del incremento de LH que tendrian in vivo y asi mejorar la competencia

del ovocito.



Los resultados obtenidos en el presente estudio de investigacion
apoyan lo sefalado por distintos autores, quienes indican que es factible
el uso de fluido folicular como suplemento alternativo al FCS y hormonas
(FSH, LH, E2 y GH) en la maduracién de ovocitos bovinos para la
produccion in vitro de embriones (Choi et al., 1998; Elmileik, Maeda, &
Terada, 1995; Larocca, Filipiak, Perez, & Calvo, 2012; Somfai, Inaba,

Watana, Masaya, & Nagai, 2012).

Nuestro estudio demostr6 que en presencia de un medio de
maduracion suplementado con FF (TCM + FF) la tasa de division fue 54%
lo cual resulta similar a lo reportado por Elmileik, Maeda, & Terada (1995),
guienes consiguieron un 66% en tasa de division al utilizar 10% de fluido
folicular en la maduracion de ovocitos. Esta diferencia del 12% en division
podria deberse a que Elmileik et al. (1995) suplementaron adicionalmente
a su medio con hormonas como la FSH, la LH y el estradiol. Ha sido
demostrado que la adicion de r-FSH en presencia de estradiol en el medio
aumenta la produccion de blastocistos (Ali & Sirard, 2002; Martins,
Keskintepe, & Brackett, 1996). Se ha demostrado ademas la presencia de
receptores de FSH y LH en las células de granulosa (Fortune & Quirk,
1988). Ademas, la FSH y LH aceleran la progresién meiotica y aumenta el

namero de ovocitos que progresa hasta la metafase Il in vitro (Galli &
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Moor, 1991; Moor & Trounson, 1977). Y el estradiol 17-B por su lado,
contribuye con la FSH y LH para mejorar la maduracion de ovocitos

(Accardo et al., 2004; Bing, Nagai, & Rodriguez-Martinez, 2001).

Nuestros resultados respecto a la tasa de division en parte concuerda
con lo reportado por Chauhuan, Palta, Das, Katiyar, & Madan, (1997),
quienes utilizando 20% de bFF en el medio de maduracion de ovocitos de
bafala han obtenido 51% en tasa de divisibn, sin embargo nosotros
utilizamos 10% FF y 5% FCS, la inclusion adicional de FCS podria influir
de alguna manera pero Carolan, Lonergan, Monget, Monniaux, &
Mermillod (1996) madurando ovocitos en medio TCM199 + 10% FF o
TCM199 + 10% FF + 10% FCS obtuvo 75 y 80% de division
respectivamente, que son similares pero superiores a nuestros resultados.
Estas discrepancias estarian vinculadas a la calidad del ovocito
(competencia de desarrollo: maduracion nuclear y citoplasmatica)
(Krisher, 2004; Rizos, Ward, Duffy, Boland, & Lonergan, 2002; Sirard et
al., 2006), la atmosfera de O, Co, y N, empleado en el cultivo

embrionario.

Trabajos recientes realizados por Somfai, Inaba, Watana, Masaya, &

Nagai, (2012), adicionaron 5% de FF al medio de maduracion y
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consiguieron una alta tasa de division (81%) lo cual es superior a nuestros
resultados. Una posible explicacion podria estar relacionada al tamafio de
foliculos desde donde aspiraron el FF. En ese trabajo se aspiraron el FF
de foliculos de 3 — 6 mm en diametro, probablemente tomaron en cuenta
lo reportado por Carolan et al. (1996) quienes indican que el origen del FF
no afecta la maduracién del ovocito. En nuestro estudio el FF fue obtenido
de foliculos preovulatorios (>15 mm en diametro) basado en que estos
foliculos estan en crecimiento y la concentracion de proteinas (globulinas,
lipoproteinas, glicoproteinas), gonadotropinas, esteroides, acidos grasos,
aminoéacidos y factores promotores (Tabla 4; 5y 6) de la maduracién de
ovocito depende del ciclo ovarico y el tamafio folicular (Ali, Coenen,
Bousquet, & Sirard, 2004; Fortune & Hansel, 1985) entonces las células
de la granulosa, teca y ovocito a través de su actividad productiva o
metabdlica ocasionan el incremento o la disminucion de estos
componentes. La alta tasa de divisidbn obtenida por Somfai et al., puede
ser atribuida a la expansion del cumulus que mejora la penetracién de
espermatozoides, ya que la EGF estimula la expansion de las células de
granulosa favoreciendo la maduracion y posterior desarrollo embrionario,
mientras que IGF-I favoreceria la maduracion nuclear del ovocito, esencial

para conseguir tasas mas altas de division. La EGF y IGF-I se encuentra
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en el fluido folicular (Artini et al., 1994; De La Fuente, O'Brien, & Eppig,

1999).

Por otra parte en nuestro trabajo la tasa de division obtenida es
superior a lo reportado por Larocca, Filipiak, Perez, y Calvo ( 2012),
quienes adicionaron 5% de FF al medio de maduracion obteniendo una
tasa de 56% de division. Esto en parte puede ser explicado por la falta de
capacidad del ovocito para reanudar la meiosis y sufrir la fecundacion
(Sirard, Richard, Blondin, & Robert, 2006) un factor que influye en la
division y formacion de blastocito. Pero también, el balance energético
negativo (NEB) (Souza, Narciso, Batista, Carvalho, & Wiltbank, 2014) y el
estrés de calor provocado a las vacas (Bos taurus) tiene un efecto directo
sobre la calidad de los ovocitos (Al-Katanani, Paula-Lopes, & Hansen,
2002). El ganado cebu (Bos indicus) adaptado a las zonas tropicales,
cuando es sometido a un periodo prolongado de estrés de calor, la
dindmica folicular ovérica, esteroidogenesis y desarrollo de la
competencia del ovocito es afectado al menos durante 105 dias (Torres-

Junior et al., 2008).

El segundo objetivo de esta tesis es la evaluacion del efecto de la

adicién de FF al medio de maduracién sobre la velocidad del desarrollo
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embrionario temprano. Diversos trabajos realizados previamente
concluyen que la velocidad de division posterior a la inseminacion tiene
efecto sobre la formacion de blastocito como en su calidad (Alomar et al.,
2008; Grisart, Massip, & Dessy, 1994; Holm, Booth, & Callesen, 2002;

Holm & Callesen, 1998).

El tiempo para la primera division cigotica ocurre posterior a las 20 h
post-FIV en bovinos (entre 22 y 48 hpi), con un pico de embriones en fase
de 2 células a las 36 h post-FIV (Grisart et al.,, 1994; Van Soom, Van
Vlaenderen, Mahmoudzadeh, Deluyker, & de Kruif, 1992). Se ha
demostrado que los cigotos bovinos que se dividen tempranamente a las
32-36 h post-FIV, son mas capaces a desarrollar al estadio de blastocisto
comparado a los que se dividen mas tardiamente (Lonergan et al., 2000;
Yadav, King, & Betteridge, 1993). En el presente trabajo de investigacion
se observo que a las 72 h post-FIV la etapa de 4 células representa el
29%, seguido por 10% y 2% para la etapa de 8 células y mas de 8
células. Esto indica que se encuentran en la etapa critica donde bajo
condiciones in vitro se produce un blogueo del desarrollo que en

embriones bovinos se da entre 8 a 16 células (Eyestone & First, 1991).
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5.2.Experimento 2. Efecto del medio de cultivo sobre la formacion de

blastocisto.

El tercer objetivo de esta tesis es referente a la evaluacion de medio
de cultivo Unico o secuencial sobre el desarrollo embrionario de ovocitos
madurados en medio suplementado con fluido folicular. Varios trabajos
han sido realizados previamente para evaluar el efecto de medios de
cultivo sobre el desenvolvimiento embrionario, esto para imitar las
condiciones fisiolégicas que los embriones tendrian in vivo y asi mejorar la
calidad de los embriones producidos in vitro (Lane, Gardner, Hasler, &
Hasler, 2003; Lawitts & Biggers, 1991; Nedambale et al., 2004;
Rosenkrans & First, 1994; Tervit, Whittingham, & Rowson, 1972). Muchos
de estos trabajos ha sido realizado con embriones producidos a partir de
ovocitos que fueron previamente madurados en medio conteniendo
hormonas, luego fecundados, y solamente hay pocos estudios que se han
enfocado en la evaluacion de diferentes medios de cultivo para embriones
producidos previa maduracion en medio conteniendo fluido folicular
(Chauhuan et al., 1997; Elmileik et al., 1995; Larocca et al., 2012; Somfai

et al., 2012).

77



La tasa de blastocito (10 — 13%) obtenido en el presente estudio son
inferiores a los obtenidos por Elmileik et al. (1995), quienes reportan 44%
tasa de blastocito usando el medio TCM199 + 10% suero para el cultivo
de embriones obtenidos a partir de ovocitos madurados en medio
conteniendo 10% de FF y fecundados in vitro. Una posible explicacion
podria estar relacionada al recambio del medio de cultivo que realizaron
cada 48 h y también al medio de cultivo embrionario TCM199 + 10%
ECS, situacion distinta en nuestro estudio en donde no realizamos el
recambio del medio de cultivo y ademas el medio KSOM — SOF es distinto
al TCM199. Segun Gardner (1994) y Keskintepe y Brackett (1996) el
embrién durante las primeras 72 horas de cultivo metaboliza aminoacidos
y como resultado produce amonio, una alta cantidad es extremadamente
toxico para los embriones. El medio de cultivo debe ser cambiado en
intervalos de 24 h para proteger al embridén de esa toxicidad (Keskintepe

& Brackett, 1996).

El trabajo realizado por Chauhuan et al., (1997), obtuvieron 31% de
blastocito cuando co-cultivaron células oviductuales con embriones de
bafalos obtenidos por FIV en medio TCM199 con 10% SFB, los cuales
fueron previamente madurados en medio con 20% FFb. Nuestros

resultados 11 - 13% de blastocito son inferiores a los reportados por estos
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autores. Las diferencias encontradas respecto a este trabajo en parte
puede ser explicado por el co-cultivo con células oviductales, pues estas
secretan factores que modulan y favorecen el desarrollo embrionario
(Cordova et al., 2014) por soportar el paso de embriones a través del
cuarto ciclo celular etapa critica (Gandolfi & Moor, 1987), donde ocurre la
activacion del genoma embrionario (Memili & First, 2000) y el bloqueo del
desarrollo embrionario que no esta del todo dilucidado (Meirelles et al.,

2004).

En el presente trabajo de investigacion, la tasa de blastocito obtenida
fue 11% en el sistema de cultivo Unico (KSOM) y 13% en el sistema de
cultivo secuencial (KSOM-SOF) independiente del medio de maduracién
utilizado (TCM199 + H o TCM199 + FF), esto es menor a lo reportado por
Nedambale et al. (2004), quienes utilizando un sistema unico (KSOM) y
secuencial (KSOM-SOF) en cultivo de embriones obtuvieron 28 y 36% de
blastocito respectivamente al dia 7, observando la superioridad del cultivo
KSOM-SOF. Estas diferencias son dificiles de explicar debido a que son
varios los factores involucrados (Peixoto, 2010). Segun Nagao, lijima, &
Saeki (2008) y Ferry, Mermillod, Massip, y Dessy (1994) la densidad de
embriones por volumen de medio de cultivo afecta el desarrollo

embrionario e indica que existe una interaccion entre embriones durante
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el cultivo y esta interaccion puede estar mediada por la reduccién de
factores téxicos o la produccion de factores que estimulen su propio
desarrollo. Esto podria explicar en parte los resultados obtenidos por
Nedambale et al. (2004) donde cultivaron 25 — 30 embriones en gotas de
25 uL de medio de cultivo bajo una atmosfera de 5% O, 5% Co, y 90%
N2, en cambio en nuestro estudio el nimero de embriones fue variable (10

- 20) en gotas de 35uL y una concentracion de gases de 5% Co, 20% O..

Los resultados obtenidos en la presente investigacion son inferiores a
lo reportado por Somfai et al. (2012), quienes maduraron ovocitos bovinos
en medio con 5% FF, fecundado y cultivado en medio Unico CRlaa
obteniendo 29% de blastocistos al dia 7. Nosotros en cambio utilizamos
ovocitos madurados en TCM-199 suplementado con 10% FF, fecundado y
cultivado en medio de cultivo unico (KSOM) o secuencial (KSOM-SOF) en
donde las composiciones son diferentes, obteniendo 10 y 13% de tasa de
blastocito al dia 8. Esa tasa de blastocistos obtenida por Somfai et al.
(2012) podria estar vinculado a la alta tasa de division (80%) y a la calidad
(competencia de desarrollo: maduracion nuclear y citoplasmética) de
ovocitos utilizado, que determina el posterior desarrollo embrionario

(Krisher, 2004; Rizos, Ward, Duffy, Boland, &Lonergan, 2002; Sirard et al.,
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2006) pero también el tamafio del foliculo desde donde es recuperado el

ovocito (Lonergan, Monaghan, Rizos, Boland, & Gordon, 1994).

Los factores biolégicos y técnicos que posiblemente hayan contribuido
en la bajas tasas de blastocito obtenido en el sistema Unico y secuencial
en el presente estudio son; edad del animal, raza, condicién corporal,
etapa del ciclo estral, estado reproductivo, transporte y tiempo de
coleccion de ovocitos, la calidad del ovocito, niumero de ovocitos y
embriones por gota de cultivo, tiempo de maduracion, concentracion de
espermatozoides, tiempo de co-cultivo, medio de cultivo y la experiencia
del personal del laboratorio (Peixoto, 2010). Todos estos estarian
teniendo un efecto en la activacibn del genoma embrionario bovino
(estadio de 8 — 16 células) (Eyestone & First, 1991) asi como la
manipulacion durante la etapa de cultivo embrionario in vitro estaria

teniendo un efecto en el desarrollo embrionario.

El menor porcentaje de blastocito encontrado en nuestro estudio
podria también deberse a la concentracién del O, utilizado durante el
cultivo. La concentracion de O, es un factor involucrado en el desarrollo
de embriones en ovinos y bovinos (Thompson, Simpson, Pugh, Donnelly,

& Tervit, 1990) y la concentracion éptima de O, esta alrededor del 5 - 10%
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para el desarrollo de embriones ovinos y bovinos in vitro (Tervit et al.,
1972). Las condiciones atmosféricas dentro de la incubadora en nuestro
estudio fue una mescla de gases con 5% Co, pero la concentracién de O,
fue 20% que es elevado y esta podria estar induciendo la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que podria alterar algunas
funciones de las células embrionarias (Guérin, Mouatassim, & Ménézo,
2001) por dafio del ADN, ARN y proteinas (Summers & Biggers, 2003)
como fue observado con embriones de raton (Noda, Matsumoto, Umaoka,
Tatsumi, & Kishi, 1991). Por otro lado el medio de cultivo es capaz de
cambiar la expresion de genes especialmente los que estan relacionados
al estrés oxidativo y apoptosis en los embriones (Cordova et al., 2014). La
razon en el uso del 20% O, durante el cultivo embrionario formo parte del
disefio experimental para realizar estudios complementarios de cultivo

embrionario a bajas concentraciones de O..

En este estudio hemos utilizado FF en el medio de maduracion
sustituyendo al FSH, LH y E, como fuente de hormonas y el cultivo de
embriones en medio Unico (KSOM) o secuencial (KSOM-SOF). Los
resultados se encuentran en la misma linea con los trabajos previos
publicados por distintos autores, sin embargo se han obtenido resultados

significativamente mas bajos en division y produccién de blastocistos pero
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similares entre el grupo control y tratamiento, esto claramente indica la
existencia de factores negativos que requieren ser controlados para una
optima PIV embriones. Y en este sentido seguirdn siendo necesarios
estudios que lleven a establecer el efecto real del fluido folicular y la
identificacion de los factores presentes en el fluido folicular, y como afecta
al desarrollo del embrion, sin olvidar de la interaccion con los medios de
cultivo embrionario que pudieran existir. Algunos ensayos que podrian
mejorar el presente trabajo: incluir ovocitos provenientes de vacas con
historial reproductivo conocido, excluir completamente el suero de la
formulacion del medio de maduracion, cultivar los embriones en sistema
de baja tension de oxigeno (5 — 7%), evaluar la calidad embrionaria y

realizar el seguimiento de los factores mencionados por Peixoto (2010).
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CONCLUSIONES

La division embrionaria y estadio de desarrollo embrionario

temprano no es afectado por el medio de maduracion.

Los embriones bovino obtenidos a partir de ovocitos madurados in
vitro en medio de maduracién conteniendo 10% de fluido folicular y
fecundados in vitro, pueden ser cultivados en medio Unico (KSOM)

0 secuencial (KSOM-SOF).

La adicion del 10% de fluido folicular al medio de maduracion de
ovocitos puede sustituir la inclusién de hormonas en la produccién

in vitro de embriones bovino.



RECOMENDACIONES

Realizar tincion de ovocitos madurados para verificar la maduracién
nuclear.
Realizar tincion de los ovocitos fecundados para verificar la tasa de

fecundacion.

Realizar tincidn de fluorescencia a los embriones obtenidos a partir
de ovocitos madurados con 10% de fluido folicular para determinar

el nimero de células.

Evaluar el desarrollo embrionario en medio de cultivo Unico o

secuencial utilizando mezcla de gases (7% O, 5%Co, y 90%N,).
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ANEXO 1. Morfologia del ovario usado para establecer el ciclo del

estado estrual.

Fase Caracteristicas morfologicas.

Luteal Cuerpo luteo nuevo/activo (rojo, rosado).

Foliculo dominante presente.
Foliculos subordinados.
Folicular Cuerpo lUteo en regresién (naranjado, amarillo, blanco).

Foliculo dominante (foliculo ovulatorio) presente.

Posible presencia de foliculo dominante en regresién.

Fuente: Ireland, Murphee, y Coulson (1980).
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ANEXO 2. Medio de maduracion in vitro.

MEDIO DE MADURACION

COMPONENTES TCM+H TCM+ FF
Cantidad Cantidad
TCM189 (mL) 9 8,5
FCS (%) 10 5
FF (%) - 10
FSH (uL) 10 -
hCG (uL) 100 -
Piruvato (uL) 20 20
Gentamicina (L) 10 10
17B-Estradiol (uL) 10 -

Fuente: Seccibn de Biotecnologia Reproductiva,
Facultad de MedicinaVeterinaria, Universidad Nacional

Mayor de San Marcos (2014).
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ANEXO 3. Medio de fecundacion in vitro

Fert-Talp
Component mM
NaCl 114
KCI 32
NaHCO, 25
NaH,PO, 0,34
Na Lactate 10
CaCl, 2
MgCl, 2,0
Piruvate 0,2
BSA (6mg/mL)
Gentamicyn {(50ug/mL)
Phenol red
Milli-Q Water
Osmolarity 280 - 300

Fuente: Parrish, Susko-Parrish, Winer, & First (1988).
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ANEXO 4. Medio de cultivo KSOM(48H)

KSOM
Component mM
NaCl 95
KCI 2,5
KH,PO, 0,35
NaHCO; 25
MgSO, 0,2
Na Lactate 10,0
Glucose 0,2
CaCl, 1,71
Piruvate 0,2
BSA 0,1%
Es Aas 10uL
Nes Aas 10uL
Gentamycin (50/mL)
Glutamine 1,0
EDTA 0,01

Fuente:Lawitts y Biggers (1993), Summer yBiggers (2003).
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ANEXO 5. Medio de cultivo KSOM (5 DIAS)
KSOM - 2
Component mM
NaCl 95
KCI 2,5
KH,PO, 0,35
NaHCO, 25
MgSQO, 0,2
Na Lactate 10,0
Glucose 0,2
CaCl, 1,71
Piruvate 0,2
FCS (5%)
Es Aas (40uL)
Nes Aas (20uL)
Gentamycin (50W/'mL)
Glutamine 1,0

Fuente:Fuente:Lawitts y Biggers (1993),

Summer yBiggers (2003).
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ANEXO 6. Medio de cultivo SOF

Synthetic Oviduct Fluid (SOF)

Component mM
NaCl 107,70
KCI 7,16
NaHCO, 25,07
KH,PO, 1,19
NaH,PO, 25,07
Na Lactate 3,30
CaCl, 1.71
MgCl, 0,49
Glucose 1,50
L-glutamine 1,0
Pyruvate 0,33
Es. Aas (40/mL)
Nes Aas (20/mL)
Gentamycin (50w mL)
Phenol Red (10w/mL)
Milli-Q Water

FSC 5%
pH 7.4

Fuente: Tervit y Whittingham (1972).
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ANEXO 7. Recuperacion y categoria de ovocitos desde ovarios de vacas (N = 192)

Ensayo Ovarios Foliculos Ovocitos Tasa Ovocitos/  Categoria ovocitos
(n) Aspirados Recuperados Recuperacion Ovario(n) recuperados (n)
(n) (%) LI Y,
1 18 425 183 431 10,2 120 63
2 41 934 435 46,6 10,6 21 224
3 20 340 170 50,0 85 121 49
4 36 761 359 472 10,0 202 157
5 27 579 234 404 8,7 152 82
6 27 553 258 46,7 9,6 168 90
7 23 667 400 60,0 17,4 190 210

14 192 4259 2039 47,7 10,7 166,3 125
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ANEXO 8. Desarrollo embrionario temprano en bovinos

8 ) ”}(‘f .
ula

" p ,
8-células 19-células

Fuente: Modificado de Hamilton & Laing, (1946)
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ANEXO 9. Prueba Chi-cuadrado (X?) de independencia para divisién de
ovocitos
Procedimiento FREQ

Tabla de Tratam por Resultado

Tratam Resultado
Frequencia
Porcentaje
Pct fila

Pct col no si Total

a 223 312 535
21.28 29.77 51.05
41.68 §8.32
48.69 52.88

b 235 278 513
22.42 26.53 48.95
45.81 54.19
51.31 47.12

Total 458 590 1048
43.70 56.30 100.00

Estadisticos para Tabla de Tratam por Resultado

Estadistico DOF Valor Probabilidad
Chi -cuadrado 1 1.8127 0.1782
Ratio chi-cuadrado de la verosimilitud 1 1.8130 0.1782
Adj. chi-cuadrado de continuidad 1 1.6488 0.1991
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 1.8110 0.1784
Coeficiente Phi -0.0416
Coeficiente de contingencia 0.0416
V de Cramer -0.0416

Tamano de la muestra = 1048
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ANEXO 10. Prueba Chi-cuadrado (X?) de independencia para etapa del

desarrollo embrionario.

Procedimiento FREQ

Tabla de Tratam por Resultado

Tratam Resultado
Frequencia
Porcentaje
Pct fila
Pct col 2c 4c 8c 9c nd Total
a 83 155 61 13 223 535
7.92 14.79 5.82 1.24 21.28 51.05
15.51 28.97 11.40 2.43 41.68
49.40 53.63 55.45 56.52 48.69
b 85 134 49 10 235 513
8.11 12.79 4.68 0.95 22.42 48.95
16.57 26.12 9.55 1.95 45.81
50.60 46.37 44.55 43,48 51.31
Total 168 289 110 23 458 1048
16.03 27.58 10.50 2.19 43.70 100.00
Estadisticos para Tabla de Tratam por Resultado
Estadistico DF valor Probabilidad
Chi-cuadrado 4 3.1041 0.5406
Ratio chi-cuadrado de la verosimilitud 4 3.1078 0.5399
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 0.7301 0.3928
Coeficiente Phi 0.0544
Coeficiente de contingencia 0.0543
V de Cramer 0.0544

Tamano de la muestra
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ANEXO 11. Prueba Chi-cuadrado (X?) de independencia para formacion
de blastocitos

Procedimiento FREQ
Tabla de Tratam por Resultado
Tratam Resultado
Frequencia
Porcentaje

Pct fila
Pct col no si Total

al 138 16 154
23.39 2.1 26.10
89.61 10.39
26.69 21.92

a2 136 22 158
23.05 3.73 26.78
86.08 13.92
26.31 30.14

b1 126 17 143
21.36 2.88 24.24
88.11 11.89
24.37 23.29

b2 117 18 135
19.83 3.05 22.88
86.67 13.33
22.63 24.66

Total 517 73 590

87.63 12.37 100.00

Estadisticos para Tabla de Tratam por Resultado

Estadistico DF Valor Probabilidad
Chi-cuadrado 3 1.0552 0.7879
Ratio chi-cuadrado de la verosimilitud 3 1.0692 0.7845
Chi-cuadrado Mantel-Haenszel 1 0.3125 0.5762
Coeficiente Phi 0.0423
Coeficiente de contingencia 0.0423
V de Cramer 0.0423

Tamano de la muestra = 590
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