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Resumen

La concentracién de oxigeno usada como regla general para cultivo de embriones in vitro es de 20%,
sin embargo, en estudios recientes se han reportado mejores resultados en concentraciones bajas de
oxigeno (5%). El objetivo fue realizar una estimacién de la competencia ovocitaria mediante la
activacion partenogenética de ovocitos bovinos aplicando dos concentraciones de oxigeno para
procesos de produccion de embriones. El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de
Reproduccion Animal de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. Se colectaron 231 ovarios de
vacas faenadas de los cuales 112 fueron para el tratamiento con 20% O, y 119 para 5% O,. Se aspiraron
618 y 594 ovocitos, de los cuales 420 y 468 fueron viables y utilizados para las concentraciones de 20
y 5% 0, respectivamente. Estos ovocitos fueron puestos a madurar y no mostraron diferencias
(P>0.05) con un 80.71% y 82.69% para los tratamientos con 20% y 5% O,. Posterior a la activacion
partenogenética fueron cultivados en medio SOF-cultivo, donde el tratamiento de 5% de O, superd en
14.42% (P<0.05) al de 20% de O, en el clivaje al tercer dia de cultivo. El mayor porcentaje de embriones
obtenidos (P<0.05) al séptimo dia de cultivo fue de 59.11% para 5% de O, vs 47.09% para 20% de O,.
La mayor cantidad de blastocitos se obtuvo (P<0.05) en el tratamiento con 5% O, con 73.26%
superando al tratamiento 20% O, con un 40.21%. La concentracién de 5% O, demostré una mejor

eficiencia en todo el proceso de PIV.

Palabras clave: blastocitos, clivaje, embriones, maduracion.



Abstract

The oxygen concentration used as general rule for in vitro embryo culture is of 20%; however, better
results are obtained at low oxygen concentrations (5%). The objective of this experiment was to
estimate oocyte competence through parthenogenetic activation of bovine oocytes applying two
concentrations of oxygen for embryo production processes. The experiment was carried out at the
Animal Reproduction Laboratory of the Escuela Agricola Panamericana, Zamorano. They were
collected from 231 slaughterhouse cow ovaries, of which 112 to 20% O; and 119 to 5% 0O,. 618 and
594 oocytes were aspirated, which, 420 and 468 they were viable for tensions of 20 and 5% O,
respectively. These oocytes were matured and no differences were found (P> 0.05) with 80.71% and
82.69% for the treatments with 20% and 5% O,. After parthenogenetic activation, they were cultivated
in SOF-medium, where the treatment of 5% of O, surpass in 14.42% (P <0.05) to the treatment of 20%
of O, in cleavage stage at the third day of culture. The highest percentage of embryos obtained
(P<0.05) on the seventh day were 59.11% for the 5% 02 treatment vs 47.09% for the 20% O,
treatment. The highest amount of blastocysts were obtained (P<0.05) in the treatment with 5% O,
with 73.26%, surpassing the treatment with 20% O, with 40.21%. The concentration of 5% O,

demonstrated better efficiency throughout the IVP process.

Keywords: blastocyst, cleavage, embryos, maturation.
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Introduccion

La biotecnologia de la reproduccién animal es la aplicacién de tecnologia en los procesos de
reproduccidon animal asistida, que comprende métodos como: técnicas de recoleccidon de semen,
evaluacidn de parametros a niveles micro y macroscépicos del semen, y la utilizacién de materiales
para el mejoramiento en el rendimiento, la conservacién, utilizacién y transmisién posterior de
material genético en procesos reproductivos (Villamil Alarcon 2019) desde la inseminacion artificial
(IA), hasta la clonacidn o un agregado de ellas, que permiten promover la eficiencia reproductiva de
los animales. Estos métodos tienen importancia por si mismos y pueden ser aplicados, también, como
herramientas en la aplicacién de otros métodos de biotecnologia mas modernos. Este es el caso de la
IA en los procesos de superovulacién y transferencia de embriones. A su vez, la transferencia de
embriones es una herramienta indispensable en la aplicacion de la produccién in vitro de embriones
y clonacién animal, la cual a su vez es indispensable para la reproduccidn de animales transgénicos

(Palma 2008).

La implementacién de biotecnologias en la reproduccién animal es uno de los mas
emblematicos resultados de la investigacion del manejo de la zootecnia, porque ha logrado
incrementar el progreso genético de los hatos, a través de las diferentes tecnologias aplicadas,
conocidas comercialmente. El logro de este incremento genético, crea una necesidad de
mantenimiento de la misma, por eso se busca un ejemplar heddnico que preservar. Uno de los motivos
de la biotecnologia de la reproduccién animal, es aprovechar productos o procesos de los ciclos
reproductivos de los animales, para poder llevarlos a su maxima eficacia. Existe una estrategia de
reproduccidon comun en algunos vertebrados mandibulados, lamada partenogénesis, es un fendémeno
natural que ocurre muy poco frecuente en la naturaleza en algunos taxones del reino animal, como la
especie Aspidoscelis uniparens (Bos-Mikich et al. 2016), es un proceso donde un ovocito no fertilizado,
puede desencadenar un desarrollo embrionario y la hembra genera un descendiente sin la herencia

genética de un macho y puede convertirse nuevamente en un adulto viable. Con las condiciones
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adecuadas, este fendmeno ocurre, aunque dichas especies puedan reproducirse sexualmente y
sucede porque la “partenogénesis es favorecida por las dificiles o casi imposibles condiciones

ambientales para reproducirse sexualmente” (Kramer y Templeton 2001).

Esta accion no ocurre de manera natural en los mamiferos (generalmente se da en los
insectos), estos embriones partenogenéticos se utilizan como modelo para la investigacion. Para que
el embridn se desarrolle sin la presencia del gameto masculino, se le propicia los estimulos fisicos o
guimicos para crear oscilaciones de calcio intracelular, similar a como sucede en una unién del
espermatozoide con la zona pelucida. Para imitar este mismo modo de accién se hace uso de
productos quimicos, como la ionomicina. “Ademas se utiliza el 6-DMAP para evitar la exclusion del
segundo corpusculo polar y asi el ovocito sigue su desarrollo como un cigoto 2n, con todo el material
genético necesario” (Martinez 2016). Para lograr los procesos que generen estimulos de activacion,
se pueden implementar de forma fisica, con micro impulsos eléctricos y quimica, con diferentes
componentes. En un experimento realizado por van de Velde et al. (1999), usaron tres diferentes
tratamientos en dos ocasiones y midieron el porcentaje de clivaje y desarrollo de los blastocitos
activados partenogenéticamente y el testigo, en la segunda ocasién midieron la proporcién de
embriones partenogenéticos comparados con el testigo, en ambas ocasiones se usaron diferentes
sustancias quimicas. El resultado fue que con la sustancia 6-DMAP a una exposicién de 3.5 horas, tuvo
un mayor porcentaje de embriones partenogenéticamente activados, que las demas sustancias y
tratamientos. El estudio de la partenogénesis esta directamente relacionado con las técnicas de
reproduccion asistidas, recientemente se ha despertado cierto interés en la comunidad cientifica para
estudiar y medir la partenogénesis con fines cientificos, médicos y econdmicos. Es importante llevar a
cabo experimentos en laboratorios de biotecnologia de reproduccidn animal, para comparar

resultados con métodos de reproduccion usuales y comparar su eficiencia (Paffoni et al. 2007).
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El desarrollo embrionario fuera del cuerpo materno puede ocasionar estrés por la exposicion
continua a factores que no se contemplan, estando in vivo. Algunos factores que ocasionan estrés en
el embrion pueden ser el pH, los cambios de temperatura, exposicion a diferentes atmdsferas y/o
toxinas que se pueden generar en los medios de cultivos debido a su naturaleza inmovil. Existen otros
factores que causan estrés en los embriones, pero generalmente no son tomados en cuenta, como la

exposicién a diferentes atmodsferas.

Generalmente se conoce que el aire estd compuesto aproximadamente por 20% oxigeno, 79%
nitrogeno, 0.03% de didxido de carbono y otros gases; entonces, cuando un embridn se expone a estas
diferentes concentraciones de gases, generalmente sufre un estrés, ya que algunos mamiferos
presentan concentraciones en el tracto del oviducto de 2-8% O, (Wale y Gardner 2016). Un
experimento realizado por Carvalho et al. (2017). evaluaron dos tipos de concentraciones de O, una
a 5% CO; 5% 03 90% N, y la otra a 5% CO;, 20% 0, 75% N, en el medio de cultivo, ambos
acondicionados a 39°C. Se analizaron cuatro repeticiones para concentraciones de 5% O, y tres
repeticiones para 20% O,; para evaluar el impacto de las concentraciones de oxigeno en el desarrollo
embrionario, se enfocaron en el clivaje a las 48 y 96 horas, los valores de blastocitos en el octavo dia
y el estadio de 16 células; observaron que el mayor nimero de embriones con 16 células; se
encuentran a las 96 horas y a las 192 horas de cultivo, el cultivo con embriones a concentraciones de
20% 0O, redujo significativamente la cantidad de blastocitos comparado con la otra concentracion de
gases del cultivo. Otros investigadores como Bennemann et al. (2018) obtuvieron resultados similares,
afiadiendo que, la proporcién de ovocitos que demostraron maduracién nuclear en la metafase Il fue
similar en concentraciones de 5% y 20% O, (83.9 *+ 6.0% [91/109] y 83.4 + 5.7% [94/113],
respectivamente). Sin embargo, los complejos cumulus-ovocito madurados en concentraciones de 5%
0,, los cumulus se presentaron de manera mdas compacta y con menor expansién que a su equivalente

en concentraciones de 20% O,.
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Hyttel et al. (1997) concluye que la competencia ovocitaria consta de dos eventos celulares:
la maduracién nuclear y la maduracidn citoplasmatica. Durante el primer evento el ovocito reinicia la
meiosis hasta lograr la etapa de metafase Il y nuevamente se detiene, solo reiniciara si la fecundacion
se lleva a cabo (Hafez 1987); el segundo evento tiene relacidn con la habilidad del ovocito para aportar
en la formacidén del prontcleo masculino posterior a la fecundacion, y por tanto adquiere la capacidad

para soportar el desarrollo embrionario temprano.

Cabe destacar, que el objetivo general de esta investigacion fue: realizar una estimacion de la
competencia ovocitaria mediante la activacién partenogenética de ovocitos bovinos aplicando dos
concentraciones de oxigeno. Los objetivos especificos de esta investigacion fueron: Determinar los
porcentajes de maduracion, clivaje y apoptosis, determinar el porcentaje de partenogénesis al dia
ocho de cultivo in vitro, determinar la eficiencia del proceso de PIV de embriones partenogenéticos y

estimar con que tratamiento se da la mejor competencia ovocitaria.
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Materiales y Métodos

La investigacion se desarrollé entre marzo y mayo de 2021 en las instalaciones del Laboratorio
de Reproduccién Animal de la Escuela Agricola Panamericana, localizada en el valle del rio del Yegtiare,
municipio de San Antonio de Oriente a 32 km de Tegucigalpa, Honduras, con una temperatura
promedio de 24 °C, una precipitacion promedio anual y altura sobre el nivel del mar de 1100 mm y de

800 msnm respectivamente.

Origen de la Colecta de los Ovarios

Los ovarios que se utilizaron en esta investigacion fueron recolectados de vacas faenadas en
la Empresa Agropecuaria S. A. (EMPASA), ubicada en el valle del rio del Yegiiare, municipio de San
Antonio de Oriente, a cinco km de Zamorano. Una vez faenada cada una de las vacas, se extrajeron en
total 231 ovarios y se colocaron en la solucién de transporte, la cual estaba compuesta de Solucién
Salina Fisiologica 0.9% (SSF) + Estreptomicina 0.5 g/litro + Penicilina G con concentracion de 100,000

Ul/litro. Atemperada a 35 °C. El tiempo de transporte no superd las cuatro horas.

Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados y acondicionados, este procedimiento
consiste en lavarlos con SSF atemperada a 35 °C para retirar los restos de sangre y asimismo se

eliminan los restos de grasa y trompas uterinas.

Aspiracidn de los Ovocitos

Se utilizaron los medios Minitube® (Alemania) para los procesos de coleccién de ovocitos
(MCO) y medio de maduracién de ovocitos (MMO). Todos los medios fueron preparados, minimo dos
horas antes de realizar las maniobras y colocados a equilibrar en las incubadoras acordes con su
respectivo tratamiento: 5% CO,, 20% de O,, 75% N, y 5% CO,, 5% O3, 90% N, ambos a 38.5 °C y

saturacion de humedad relativa. A continuacidn, se detalla la preparacién de cada uno de ellos.
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Medio de Coleccidn de Ovocitos (MCO): 10 mL de la solucidon stock de Minitube 19990/0050®
suplementada con 60 mg de Suero Albumina Bovino libre de acidos grasos (por sus siglas en inglés

EFAF) atemperado a 38 °C.

Medio Minitube® de maduracién (MMO): 9 mL de la solucién stock de Minitube MMO
19990/0010° suplementada con 1 mL de Suero de Vaca en Celo, esterilizar por filtracién a 0.22 pmy
adicionar: 100 pl de FSH stock (50 Ul en 10 mL de SSF estéril) y 50 ul de LH stock (25 Ul en 10 mL de

SSF estéril).

Figura 1

Ovocitos aspirados dia -1 del cultivo

Para la aspiracion de los foliculos, se utilizd la técnica de jeringa de dos piezas y aguja 18 x 1
% pulgada; se aspiraron solo los foliculos con un promedio de didmetro entre 2 y 10 mm; se utilizé la
proporcién de cultivo de un ovocito/10 pl de MMO, con la metodologia de microgotas flotantes de 50

ul cubiertas con aceite mineral.

Una vez aspirado el fluido folicular se deposité en un tubo Falcon de 50 mL con 3 mL de MCO
atemperado a 37 °C en bafio Maria; al terminar de aspirar se dejé sedimentar por 15 minutos, luego
se extrajo el pellet con una pipeta Pasteur y se depositd en una placa Grid que contenia 5 mL de MCO,
y se inicid la busqueda en el estereoscopio; a medida que se ubicaron los ovocitos, fueron clasificados

en grados |, II, lll y IV utilizando solo los grados | y Il y depositados en una placa Petri en X la cual tenia
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en tres pozos 1 mL de MCO y en el cuarto pozo 1 mL de MMO, que sirvid para el lavado final de los

ovocitos y luego depositarlos en las gotas de maduracién equilibradas.

Para la clasificacién de los ovocitos se utilizara la propuesta por Minitube (Hellemann 2015):

Grado I: Ovocitos con muchas y compactas capas de células del cumulus oophorus y

citoplasma homogéneo.

Grado Il: Ovocitos parcialmente rodeado de células del cumulus oophorus y citoplasma

homogéneo.

Grado Ill: Ovocitos con tres o menos capas de células del cumulus oophorus, disgregacion de

las células del cumulus oophorus y citoplasma granulado y no homogéneo

Grado IV: ovocitos denudados y degenerados. Citoplasma irregular, granulado y no

homogéneo.

Los ovocitos fueron colocados en las placas de maduracion con MMO: 420 y 468 ovocitos
fueron llevados a las incubadoras a concentraciones de: 5% CO;, 20% O3, 75% N, y 5% CO,, 5% de O,,
90% N, para el primer y segundo tratamiento respectivamente. Ambos con humedad relativa a

saturacion (95%) para desarrollar el proceso de Maduracién in vitro (MIV).

Activacion Partenogenética

Luego de 22-24 horas de maduracién en ambos tratamientos se procedié a la activacion

partenogenética, para lo cual se utilizé la siguiente metodologia:

Preparacion de las Placas de Cultivo

Se prepararon dos placas de cultivo Nunc (una por tratamiento) minimo cuatro horas antes
de iniciar la maniobra de activacién con 10 mL de medio SOF Minitube 19990/0041°, suplementado
con 1 mL de Suero de Vaca en Celo, 400 pl de Aminodcidos esenciales, 100 pl Aminoacidos no

esenciales, 60 pl Gentamicina, y esterilizadas por filtracion a 0.22 um; se procedio a colocar 400 ul de
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SOF y se cubrid con 400 pl de aceite mineral, equilibrando una placa en cada incubadora respectiva

del tratamiento.

Eliminacion de las Células del Cumulus Oophorus

En dos tubos eppendorf de 1.5 mL conteniendo 100 pl de Hialuronidasa mds 700 ul de H-SOF
atemperados a 37 °C, fueron depositados los ovocitos madurados de cada tratamiento, se dejaron
reposar durante cinco minutos y luego se extrajeron 500 pl, se llevaron al vortex por tres minutos.
Posteriormente se depositd el contenido de cada tubo en una placa Petri X con 400 pl de medio H-

SOF en cada pozo y se procedid a realizar el lavado de los ovocitos.

Preparacion de la lonomicina Stock (1000x) 5 mM

Se mezclé 1 mg de lonomicina SIGMA 10634 + 267.6 ul de DMSO. Fraccionar a 5 uly se congeld

a -20 °C. Solucién final 5 mM.

Preparacion de la lonomicina Solucion de Trabajo el Mismo Dia de la Maniobra

1 mL de H-SOF + 1 pl de ionomicina stock. Rotulados como medio lono.

Preparacion del D-MAP Stock (100x) 400 mM

Se mezcld 32.64 mg de D-MAP SIGMA D2629 + 1000 pl de DMSO. Fraccionar 10 ply se congeld

a -20 °C. Solucién final 2 mM.

Nota: al descongelar revisar bajo lupa por presencia de precipitados. En caso de observarse,

agitar en vortex y calentar levemente con mechero hasta que desaparezcan.

Preparacion del D-MAP Solucion de Trabajo el Mismo Dia de la Maniobra

Se diluyeron 400 pl de SOF (medio de cultivo embrionario) + 4 pl D-MAP stock. Rotulados

como SOF D-MAP.
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Placa de D-MAP

Se prepararon dos placas nunc; en los cuatro pocillos de las placas nunc se depositd medio
DMAP (400 ul de medio y 400 ul de aceite mineral) y se mantuvieron en las incubadoras (una en cada

incubadora de tratamiento).

Preparacion del H-SOF

A 50 mL de medio SOF Minitube 19990/0041° se le adicionaron 120 mg HEPES acid free + 130

mg de HEPES sodium sault. Se ajusté la osmolaridad 270-280 mOsml.

Conservar a 4 °C durante no mas de un mes.

Procedimiento

Se colocaron los ovocitos denudados en una placa de Petri de 35 mm conteniendo 3.5 mL de
medio lono durante cuatro minutos protegidos de la luz, sobre platina térmica a 37 °C. Luego se
lavaron 10 veces en H-SOF. Se retird de la incubadora la placa rotulada como SOF D-MAP, se lavaron
los embriones en los pocillos uno y dos, y se depositaron en el pocillo tres y cuatro. La placa se
mantuvo durante cuatro horas en la incubadora acorde con la concentracién de oxigeno del

tratamiento. Esta maniobra se realizé para cada tratamiento.

Cultivo in Vitro

A las cuatro horas de la activacion en SOF D-MAP se retiraron las placas de la incubadora y se
realizé la siguiente maniobra para cada tratamiento: se lavaron los posibles embriones cuatro veces
en gotas de SOF (previamente equilibrado en incubadora), se colocaron en grupos de
aproximadamente 20 embriones/pocillo en la placa de SOF cultivo, cubierta con aceite mineral.

Nuevamente se llevaron a la incubadora acorde con la concentracién correspondiente al tratamiento.

Dia tres de cultivo: se evalud la tasa de division celular (clivaje) y se suplementé con el 10%

de Suero Fetal Bovino (40 pl/pocillo).
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Dia ocho de cultivo: se evalué la tasa de produccion de mdrulas y blastocitos

partenogenéticos, aplicando la siguiente formula [1]:

# embriones segmentados

x100 Formula [1]

# embriones colocados inicialmente

Tratamientos

Se desarrollaron dos tratamientos con 420 y 468 ovocitos para el tratamiento 20% O, y 5% O,

respectivamente.:
Tratamiento 20% O,: Cultivo en concentracién de gases de 5% CO,, 20% O,, 75% N, y 38.5 °C
Tratamiento 5% O,: Cultivo en concentracidn de gases de 5% CO,, 5% de Oz, 90% N,y 38.5 °C
Las variables analizadas fueron:
Porcentaje de maduracién in vitro

Porcentaje de clivaje (division celular)

Porcentaje de apoptosis (muerte celular)
Porcentaje de embriones partenogenéticos obtenidos (mdrulas-blastocitos)
Eficiencia del procedimiento.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con dos tratamientos (dos concentraciones
de oxigeno) y tres repeticiones por tratamiento. Se utilizd la prueba de Distribucién de Frecuencias
Chi-Cuadrado (x?) con el programa estadistico Statistical Analysis Systems (SAS” 2012 versién 9.4), con

un nivel de significancia exigido de P < 0.05.



20

Resultados y Discusion

Porcentaje de Maduracidn

Un total de 888 ovocitos viables fueron distribuidos en dos tratamientos experimentales, en
donde el primer tratamiento con 420 ovocitos fue expuesto a concentraciones de 5% CO,, 20% O,
75% N, y el segundo tratamiento con 468 ovocitos fue expuesto a concentraciones de 5% CO,, 5% O,
90% N, de los cuales maduraron 339 y 387 respectivamente. Las diferencias encontradas no fueron
significativas (P>0.05) entre los tratamientos (Cuadro 1) estando los valores encontrados para ambos
tratamientos en un rango entre 80-83% de porcentaje de maduracion. Estos resultados son superiores
a los obtenidos en el estudio realizado por Vasquez et al. (2009) quienes de la misma manera,
recolectaron ovarios de vacas faenadas de las plantas de sacrificio y manejaron dos concentraciones
de gases (5% CO3, 20% O,, 75% N2y 5% CO,, 5% O,, 90% N>) para los grupos experimentales uno y dos
respectivamente, obteniendo un porcentaje de maduracidon en un rango entre 71-79% sin diferencias
estadisticas significativas (P>0.05); estos autores utilizaron una soluciéon tampon fosfato salino (PBS)
estéril para el medio de transporte de los ovarios, los cuales fueron acondicionados con la misma
solucién. Se aspiraron los foliculos con diametro promedio de tres a seis mm. Para la maduracidn in
vitro utilizaron medios con la siguiente formulacion: TCM-199 con sales de Hank’s (Sigma Ref. M3274)
suplementado con 2.2g/L de bicarbonato de sodio, 275 g/mL de &cido pirdvico, 29.2 g/mL de
glutamina, 100 Ul/mL de penicilina, 100 g/mL de estreptomicina, 0.25 g/mL de anfotericina B, 1 g/mL
de estradiol, 10% de suero bovino fetal y gonadotropinas (1,0 ug/mL de FSH porcina y 10,0 Ul/mL de
LH recombinante humana). De la misma manera, Pereira et al. (2010), obtuvieron resultados
inferiores en su investigacidn, con ovarios obtenidos de vacas faenadas transportados en solucion
salina fisioldgica. Sin embargo, se utilizé un medio de cultivo TCM-199 (Gibco Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) suplementado con 0.02 g/L FSH (Pluset, Serono, ltalia), 0.36 mM de piruvato de sodio,
10 mM de bicarbonato de sodio, 50 g/L de estreptomicina-penicilina. Se aspiraron foliculos con

didmetros promedio de dos a ocho mm. Los resultados obtenidos en esta investigacion estuvieron en
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un rango de porcentaje de maduracion de 72-75%, mostrando que las tasas de maduracién a
diferentes concentraciones de oxigeno, no difieren significativamente (P>0.05). Los resultados del
presente experimento superan los de Vasquez et al. (2009) y Pereira et al. (2010), con rango mayor de
los porcentajes de maduracion de los ovocitos, esto puede estar sujeto a que se utilizaron medios de
maduracién distinto al de estos autores, asi como en la clasificacién de los foliculos al momento de
aspirar, ya que en la presente investigacion se aspiraron foliculos entre 2 a 10 mm, sin embargo, lo
que si es similar entre estos dos autores y esta investigacion es que en todas las investigaciones no
hubo diferencias en el porcentaje de MIV entre 20% de O, y 5% de O,. La maduracion de los ovocitos
es un paso intrinseco en la produccion in vitro (PIV) de embriones, por lo tanto, se debe tomar en
consideracion un reemplazo a condiciones estandar de cultivo (5% CO,, 20% O, 75% N,), ya que no se
generan efectos deletéreos en los procesos de maduracion. Sin embargo, es un factor clave a tomar
en cuenta para los siguientes pasos de la produccién de embriones. Aunque no haya diferencias
significativas en el porcentaje de maduracion de los ovocitos a diferentes concentraciones de oxigeno,
los mejores resultados de formacién de blastocitos, son de ovocitos que fueron madurados bajo

concentraciones de 5% CO,, 5% 0O, 90% N, (Pereira et al. 2010).

Cuadro 1
Valores porcentuales de ovocitos madurados in vitro para la obtencion de embriones partenogénicos

para cada tratamiento.

Tratamiento Ovocitos madurados (%)
20% Oxigeno 80.71
5% Oxigeno 82.69
cv 1.6043
Probabilidad 0.4461

Nota. CV: Coeficiente de Variacion.
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Figura 2

Ovocitos 24 horas en medio de maduracion a 5% O,

Figura 3

Ovocitos 24 horas en medio de maduracion a 20% O

Porcentaje de Clivaje y Apoptosis

Las diferencias encontradas fueron significativas (P<0.05) entre los tratamientos (Cuadro 2)
siendo el tratamiento con concentraciones de oxigeno de 5% el que supera el porcentaje de clivaje,
estando por encima al tratamiento con 20% de concentracidn de oxigeno con un 14.42% de diferencia.
Estos resultados son similares a Benavides et al. (2015) quienes recolectaron ovarios de vacas de
matadero y los presuntos cigotos fueron introducidos en gotas de 30 pl de medio de cultivo KSOM-AA
(Potassium Simplex Optimized Medium), obteniendo resultados de 59.7% y 69.7% para

concentraciones de 20% y 5% de oxigeno respectivamente, dando una diferencia de ovocitos en clivaje
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al tercer dia de del 10%; estos porcentajes se encuentran por debajo de los obtenidos en la presente
investigacion, estas diferencias pueden ser atribuidas a que los ovocitos fueron fertilizados con semen,
en medios de fecundacion TL-Stock suplementado con 6 mg/mL de BSA, 100 mM de piruvato y 5
mg/mL de gentamicina y los ovocitos de esta investigacidn fueron activados partenogenéticamente y
cultivados con medio SOF Minitube 19990/0041°, suplementado con 1 mL de Suero de Vaca en Celo,
400 pl de Aminoacidos esenciales, 100 pul Aminoacidos no esenciales, 60 pl Gentamicina. Este alto
porcentaje de embriones en apoptosis, puede ser causado por las concentraciones altas de oxigeno.
Una exposicién de altas concentraciones de oxigeno (20% 0), es téxico para la embriogénesis,
aumenta la dismorfogenesis inducida por el oxigeno (formacién de tejido anormal), asi como las
especies reactivas de oxigeno (EROs) (Akazawa 2005). Un estudio realizado por Dalvit et al. (2005), en
el cual evaluaron los niveles de EROs en cultivos in vitro de embriones bovinos, determinaron la
generacion de los EROs por espectrofluorometria usando di-acetato de sodio, demostrd que al tercer
dia de cultivo hubo un incremento en la generacidon de EROs. Dicha sonda de di-acetato de sodio fue
oxidada por el perdxido de hidrogeno, sus derivados, otros perdxidos e indirectamente por el anién
super oxido. El uso de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos son requeridos para los procesos
de MIV y FIV. Los sistemas de antioxidantes: super oxido dismutasa, glutatién peroxidasa, catalasa y
antioxidantes no enzimaticos como la vitamina E, vitamina C, glutation acido Urico y albumina estan
presentes en los foliculos (Kala et al. 2017). La adicién de la antioxidante cisteina al medio de cultivo
mejora los porcentajes de desarrollo de los embriones bovinos (Matos 1999). Sin embargo, de acuerdo
con Kala et al. (2017) y Dalvit et al. (2005) estdn de acuerdo en el hecho de que tiene que haber un
balance entre las EROs producidas y los antioxidantes presentes ya que al momento de que los
embriones alcanzan la etapa de blastocito temprano la cantidad de EROs empieza a disminuir, ya que
se ha demostrado que el consumo de oxigeno disminuye en la etapa de blastocito expandido debido

a que tienen una demanda de energia mas baja.
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Cuadro 2

Valores porcentuales de embriones en clivaje y apoptosis al tercer dia por cada tratamiento.

Tratamiento Ovocitos en Clivaje (%) Ovocitos apoptéticos al 3 dia (%)
20% Oxigeno 60.77 39.23

5% Oxigeno 75.19 24.81

cv 11.3121 18.3462
Probabilidad <0.0001 <0.0001

Nota. CV: Coeficiente de Variacion
Figura 4

Ovocitos en clivaje al tercer dia de cultivo en 5% O,

Figura 5

Ovocitos en clivaje al tercer dia de cultivo en 20% O;

Porcentaje de Embriones Partenogenéticos

Hubo diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos (Cuadro 3) siendo el
tratamiento con 5% de oxigeno el que tuvo el mayor desarrollo de embriones con respectos a los

ovocitos que clivaron al tercer dia del cultivo, superando en 12.02% al tratamiento con 20% de
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oxigeno. Los embriones fueron evaluados al octavo dia para determinar cuantos de ellos llegaron a la
etapa de blastocito temprano y/o mérulas. La concentracidon de 5% de oxigeno, demostré tener un
mejor resultado de los blastocitos obtenidos al dia ocho del cultivo, superando en un 33.05% a la
concentracién con 20% de oxigeno. Estos resultados son similares a los obtenidos por Hashimoto et
al. (2000), donde evaluaron el desarrollo de los blastocitos a los siete dias del cultivo in vitro,
demostrando que una concentracién de 5% O supera por un 12% a la concentracién de 20% O, en
cuanto al desarrollo de blastocitos. Por el otro lado Giotto et al. (2015), sugieren que a
concentraciones de 20% O, durante la maduracién in vitro de ovocitos mejora las tasas de metafase
Il. Sin embargo, en la mayoria de los casos solo el 30-35% de los ovocitos madurados alcanzan el
estadio de blastocito. Adicionando a este punto Oliveira (2017), establece que los embriones de los
mamiferos se han cultivado in vitro tradicionalmente en tensiones de 20% O,. El autor también
menciona que la concentracién de oxigeno en el Utero y las trompas de falopio generalmente fluctian
entre 2-8% 0,. Las bajas concentraciones de oxigeno tienen efecto sobre el desarrollo embrionario,
hasta el estadio de blastocito, una tasa de clivaje mas acelerada, incremento en la tasa de blastulaciéon
y un incremento en el nimero de blastocitos. A modo de hacer el proceso de produccién in vitro de
embriones un proceso ligeramente menos costoso se puede utilizar la manera tradicional de
maduracién de los ovocitos que es simplemente una concentracién de 5% CO; en aire y se sabe que
comunmente el aire contiene aproximadamente un 20% de 0O,. Ya que se ha demostrado
anteriormente que altas concentraciones de oxigeno no tienen efectos deletéreos en la maduracion
de los ovocitos. Esta sugerencia es respaldada por Kang et al. (2012), quienes sugieren el uso de una
concentracién de 20% O, para MIV y 5% O, para el cultivo in vitro de los embriones, ya que en su
investigacion obtuvo los mejores resultados para la produccién de embriones porcinos con este

tratamiento.



Cuadro 3

Valores porcentuales de embriones partenogenéticos obtenidos y su categoria para cada
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tratamiento.
Tratamiento Embriones (%) Morulas (%) Blastocistos (%)
20% Oxigeno 47.09 59.79 40.21
5% Oxigeno 59.11 26.74 73.26
cv 10.4535 33.7321 28.0887
Probabilidad 0.0081 <0.0001 <0.0001

Nota. CV: Coeficiente de Variacion.

Figura 6

Blastocito al dia siete de cultivo a 5% O

Figura 7

Blastocitos al dia siete de cultivo a 20% O,
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Eficiencia del Proceso

Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos (Cuadro 4) siendo el
tratamiento con una concentracién de oxigeno del 5% la que supera la produccion de embriones con
relacién a los ovocitos aspirados, viables, madurados y en clivaje. Estos resultados superan a los
resultados obtenidos por Fernandez et al. (2007), donde obtuvieron una eficiencia relacionando los
embriones producidos con los ovocitos en clivaje del 35.1%, con una atmdsfera de gases de 5% CO,,
5% 0,, 90% N,. Sin embargo, este autor utilizé un protocolo distinto usando medios maduracién HTF,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB; Sigma, St. Louis, MI, EUA), 1,0 pg/mL de estradiol
17-B (Sigma, St. Louis MI, EUA) y 10,0 pg/mL de hormona foliculo-estimulante (FSH; FolltropinV;
Vetrepharm, Canadd), cubiertos con 200 plL de aceite mineral. Las posibles fluctuaciones de los
porcentajes, se deba a que los embriones que utilizd este autor fueron fertilizados, mientras que los
gue se utilizaron en este experimento fueron activados partenogenéticamente; cabe mencionar que
ambos grupos de ovarios se obtuvieron de vacas faenadas, por lo tanto, se desconoce de su condicion
reproductiva y/o anomalias que hayan presentado en su tracto reproductivo y afectar
consecuentemente a los ovocitos presentes en los ovarios. Se dice que de un 30-40% de los ovocitos
aspirados llegan hasta el estadio de blastocito, esto posiblemente sea por que las condiciones de
cultivo in vitro, no imitan totalmente a las condiciones in vivo y resulta en embriones afectados
morfolégicamente. Segliin Camargo et al. (2006), la eficiencia en la produccién in vitro de embriones
puede ser inducida por factores tales como: raza, calidad de los ovocitos, ambiente folicular,
fertilizacion y el ambiente de cultivo. Como algunos de los factores que afectan la produccién in vitro
de embriones se encuentran los foliculos y la competencia ovocitaria, que aumenta en ovocitos
aspirados de foliculos de mayor tamafio. Los foliculos de menor tamafio pueden ser menos
competentes porque aun no alcanzan la competencia citoplasmatica o porque ya estan en un estado

avanzado de atresia.
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Sin embargo, Lonergan et al. (2001) concluyen que luego de la maduracidén in vitro,
aproximadamente el 90% de los ovocitos inmaduros puestos a cultivar alcanzan la metafase Il y
expulsan el primer cuerpo polar. De estos, aproximadamente el 80% son fecundados y comienzan a
dividir, al menos, hasta el estadio de dos a cuatro células y sélo un 25-40% alcanzan el estadio de
blastocito o blastocito expandido; por lo tanto, esto concluye que los resultados obtenidos en esta
investigacion se encuentran dentro y superan los valores esperados en un laboratorio de produccion
in vitro de embriones, lo cual sugiere que los procedimientos realizados, medios utilizados, y manejo

general se encuentran en dptimas condiciones.

Cuadro 4
Eficiencia del procedimiento de produccion de embriones partenogenéticos, relacionando los
embriones producidos con los ovocitos aspirados, viables, madurados y en clivaje aplicado para los

dos tratamientos de los cultivos in vitro.

Tratamiento Embriones/OA (%) Embriones/OV (%) Embriones/OM (%) Embriones/OC (%)

20% Oxigeno 15.7 231 28.61 47.09
5% Oxigeno 28.86 36.75 44.44 59.11
cv 23.3119 18.395 18.0664 10.4535
Probabilidad <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0081

Nota. CV: Coeficiente de Variacion. OV: Ovocitos Viables. OM: Ovocitos Madurados. OA: Ovocitos Aspirados. OC: Ovocitos en Clivaje.
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Conclusiones

Bajo las condiciones de este estudio, el porcentaje de maduracidn de ovocitos fue similar para
ambos tratamientos, sin embargo, en el clivaje y apoptosis de ovocitos, los mejores resultados se

obtuvieron en el tratamiento con la concentracién de 5% O,.

El mayor porcentaje de embriones partenogénicos obtenidos al dia ocho del cultivo in vitro,

se logré con el tratamiento de concentracidn de 5% O,.

Las mejores eficiencias en las relaciones: embriones/ovocitos viables, madurados, aspirados

y clivaje, se obtuvo con el tratamiento de 5% O..

La mejor competencia ovocitaria se demostré en concentraciones de 5% O,.
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Recomendaciones

Desarrollar investigaciones evaluando diferentes concentraciones de oxigeno en un rango de
6-19%.
Realizar investigaciones con un método distinto para la recoleccion de ovocitos evaluando la

eficiencia total del proceso.

Evaluary comparar futuras investigaciones con diferentes tiempos de maduracion de ovocitos

con diferentes concentraciones de oxigeno.

Se recomienda la utilizacidn del tratamiento de 5% O, bajo las condiciones de el Laboratorio

de Reproducciéon Animal, de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano.
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Anexo A

Acondicionamiento de Ovarios
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Anexo B

Ovarios Limpios a ser Tratados Para la Extraccion Folicular
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Anexo C

Tubos Falcon con “pellets” donde se encuentran los ovocitos aspirados
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Anexo D

Busqueda de ovocitos viables de los ovocitos aspirados
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Instrumentos utilizados
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