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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de dos concentraciones de O, (5% O, y 20% O)
en la produccion de embriones bovinos in vitro. Se aspiraron 196 ovarios obtenidos de vacas faenadas,
se obtuvieron 1035 ovocitos aspirados de los cuales 749 fueron viables y se distribuyeron en los dos
tratamientos: 360 ovocitos para 5% O, y 389 ovocitos para 20% O,. Se utilizaron los medios de M1V,
FIV y CIV de Minitube® en ambos tratamientos. Se utilizdé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
dos tratamientos (20% O, y 5% 0O), y el andlisis con la prueba de Distribucién de Frecuencias Chi-
Cuadrado (x?). Hubo diferencias entre los tratamientos 20% y 5% de O, (P < 0.05) al analizar cada etapa
en forma individual con valores para MIV, FIV, Clivaje y embriones de 85.6% y 75.83%; 79.88% vy
71.06%; 68.42% y 79.38%; 51.10% y 68.83% respectivamente. Igualmente, hubo diferencias (P < 0.05)
en la eficiencia general para los tratamientos con 5% y 20% de O; en las relaciones embriones/ovocitos
maduros, embriones/ovocitos fertilizados y embriones/ovocitos en clivaje con valores de 38.83% y
27.93%; 54.64% y 34.96%; 68.83% y 51.10% respectivamente. Se concluye que los mejores
porcentajes por etapas de maduracion y fertilizacion in vitro se obtuvieron con la concentracién de
20% de O, sin embargo, la concentracion de 5% de O,, mostré tener al final del procedimiento de PIV
la mejor eficiencia al relacionar el porcentaje de embriones producidos con los porcentajes de

maduracién, fertilizacién y clivaje.

Palabras clave: Atmdsferas de cultivo, blastocistos, moérulas, ovocitos.



Abstract

The objective of the present study was to evaluate the effect of two concentrations of O, (5% O, and
20% 0O3) in the production of bovine embryos in vitro. 196 ovaries of cows obtained from the
slaughterhouse were aspirated, 1035 aspirated oocytes were obtained, of which 749 were viable and
were distributed in the two treatments: 360 oocytes for 5% O, and 389 oocytes for 20% O,. Minitube®
IVM, IVF and VSD media were used in both treatments. A Completely Random Design (DCA) was used
with two treatments (20% O, and 5% O;), and the analysis with the Chi-Square Frequency Distribution
test (x2). There were differences between the 20% and 5% O, treatments (P < 0.05) when analyzing
each stage individually with values for IVM, IVF, Cleavage and embryos of 85.6% and 75.83%; 79.88%
and 71.06%; 68.42% and 79.38%; 51.10% and 68.83% respectively. Likewise, there were differences
(P £ 0.05) in the general efficiency for the treatments with 5% and 20% of O; in the relationships
embryos / mature oocytes, embryos / fertilized oocytes and embryos / oocytes in cleavage with values
of 38.83% and 27.93%; 54.64% and 34.96%; 68.83% and 51.10% respectively. It is concluded that the
best percentages by stages of maturation and in vitro fertilization were obtained with the
concentration of 20% of O,, however, the concentration of 5% of O,, showed to have the best
efficiency at the end of the IVP procedure when relating the percentage of embryos produced with
the percentages of maturation, fertilization and cleavage.

Keywords: Atmosphere, blastocyst, embryo, oocyte.



10

Introduccidon

En lo que concierne a las biotecnologias aprovechadas en la reproduccién bovina,
recientemente se registraron avances realmente significativos a nivel internacional, proporcionando
la posibilidad de aumentar la adquisicion de estas herramientas. La biotecnologia de la reproduccién
comprende al conjunto de técnicas desde inseminacién artificial hasta la clonacién, que permiten
acrecentar la eficiencia reproductiva de los animales bovinos (Palma GA 2001). El uso de
biotecnologias en la reproduccion permite, acelerar los progresos genéticos sobre la base de los
cuatro factores siguientes: aumentar la variacién genética, acrecentar la exactitud de la seleccidn,
reducir el intervalo entre generaciones e incrementar la intensidad de la seleccidén (Georges 2006).

Asimismo, la produccién de embriones in vitro (PIV) consiste en la recoleccidn de los ovarios
ya sea post mortem u ovocitos in vivo por medio de laparoscopia o aspiracién folicular guiada por
ultrasonografia (Gonella Diaza et al. 2013). Inmediatamente, se procede a seleccionar los ovocitos
segun su evaluacidn morfoldgica clasificandolos en cuatro diferentes categorias, que luego seran
llevados a un medio que consienta la maduracién in vitro (MIV) y posteriormente la fertilizacién in
vitro (FIV) hasta lograr el pertinente cultivo embrionario (CIV) como tal (Dias Gongalves et al. 2007).

La maduracidon de los ovocitos in vivo es un fenédmeno complejo en la cual se sufre cambios
bioquimicos y metabdlicos desde el estadio de profase | hasta el de ovocitos maduros para la
fecundacidn, el ovocito completa la meiosis en respuesta al pico ovulatorio de LH, o bien, cuando es
retirado del foliculo para llevar a cabo la maduracién in vitro (Palma G 2001; Peldez Peldez 2011). Es
de naturaleza, que a partir de la presencia de un cuerpo fetal se forme una cantidad finita de foliculos
por la cual durante el crecimiento folicular, antes del nacimiento ocurre un arresto meidtico en la que
sin ningun estimulo de LH no podrd completar la division meidtica, en contrario, se puede reiniciar
hasta alcanzar la pubertad o en condiciones in vitro de forma espontanea, luego que el ovocito
abandona el foliculo y requiere un tiempo promedio de 24 horas para evidenciar la presencia del

primer cuerpo polar (Arlotto et al. 1996).
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Las condiciones de maduracion son determinantes en la eficiencia del proceso y se centran en
el medio de maduracidn de ovocitos, el cual constituye el sustrato que debe otorgar al ovocito las
fuentes energéticas, proteicas, minerales, antibidticas y hormonales para su maduracién. Las
condiciones fisico quimicas, deben ofrecer al ovocito los componentes necesarios para imitar al
ambiente folicular y el oviducto, entre estos, la temperatura, el pH, la presion osmética y la
composicion atmosférica (Sagirkaya et al. 2007; Neil Vasquez et al. 2009). Dicho esto, dentro de las
condiciones de cultivo, la concentracién de oxigeno juega un papel importante en la calidad
embrionaria, teniendo secuelas directas en la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) (Neil
Vasquez et al. 2009), las cuales tienen un efecto perjudicial en diferentes biomoléculas como lipidos,
acidos nucleicos y proteinas, afectando el desarrollo embrionario y la tasa de prefiez (Corréa et al.
2008).

Debido a que los procesos de produccion in vitro de embriones bovinos son llevados a cabo
en ambientes de mayores concentraciones de O; (20%) en relacién al ambiente in vivo (3-5%) el
aumento en la concentracién de O, es directamente proporcional en los niveles de especies reactivas
de oxigeno (EROs) (Vasquez et al. 2014). Algunos estudios sugieren que la disminucion de la
concentracién de O>a un 5% en las condiciones in vitro favorece el desarrollo embrionario (Arias et al.
2012). Sin embargo, también se indica que la concentracién atmosférica de oxigeno (5% y 20%)
durante la MIV, no genera efectos deletéreos sobre la maduracidn nuclear del ovocito. Asimismo, se
han obtenido resultados que el nivel de O, no afecta la proporcién de embriones unicelulares
sometidos al clivaje (Khurana y Niehmann 2000). Se alude que durante el desarrollo embrionario estos
dependen de la fosforilacion oxidativa y del consumo de O, misma que cesa al iniciarse la
compactacién, lo cual indica que el desarrollo puede estar influenciado por los cambios en la
concentracion de O, (Mantilla Cabrera 2012).

Con base en lo anterior se realizé el presente trabajo de investigacién el cual tuvo como

objetivo general determinar el efecto de dos concentraciones de oxigeno (O;) en la produccién de
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embriones bovinos in vitro; tomando en cuenta, los siguientes objetivos especificos: Determinar los
porcentajes in vitro de maduracién, fertilizacion y clivaje; Determinar el porcentaje de embriones
(mérulas y blastocitos) obtenidos a los ocho dias de cultivo in vitro y Determinar la eficiencia de cada

una de las etapas del proceso de fertilizacién in vitro bajo dos concentraciones de oxigeno.
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Materiales y Métodos

Localizacion

La investigacion se desarrolld entre el periodo de agosto de 2020 a abril de 2021 en el
laboratorio de Reproduccién Animal, en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, ubicada a 32
kildmetros de Tegucigalpa, en una zona con una altura de 800 metros sobre el nivel del mar, con una

temperatura promedio de 24 °Cy 1100 mm de precipitacidn anual.

Obtencidn de los Ovarios

Los ovarios fueron obtenidos de vacas faenadas de la planta de carnicos de la Empresa
Agropecuaria S.A. (EMPASA), situada a cinco kildmetros del laboratorio de Reproduccién Animal.
Aproximadamente 48 horas antes de realizar la maniobra se dejaron encendidas las incubadoras de
02 y COz con el fin de permitir que se equilibraran correctamente y comprobar su estado normal de
funcionamiento. Asimismo, cuatro horas antes de salir hacia la planta de sacrificio, se dejé
atemperando a 38 °C todo el material necesario.

Dos horas antes de obtener los ovarios, se prepard la solucion de transporte, para la cual se
utilizdé Solucién Salina Fisioldgica al 0.9% (SSF) suplementada con antibidticos (estreptomicina 0.5
g/litro + penicilina G 100,000 Ul/litro) atemperado a 35 °C. A medida que se colectaron los ovarios, se
fueron depositando en la solucién de transporte, tiempo que no superd las cuatro horas entre la
recoleccidn y su procesamiento en el laboratorio.

En el laboratorio, los ovarios se sometieron al proceso de acondicionamiento, el cual consistio
en retirar todos los restos de tejidos como grasa, trompas y cuernos uterinos. Una vez acondicionados
se lavaron en tres ocasiones en SSF (0.9%) atemperada en baifo maria a 35 °C para retirar los restos

de sangre.
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Aspiracion de los Ovocitos (Dia -1)

Se utilizaron las soluciones madre de Minitube® durante todo el procedimiento de PIV. A
continuacién, para la aspiracidon de los ovocitos se utilizaron agujas de calibre 18 x 1 % pulgadas y
jeringas de dos piezas estériles. A medida que se fueron aspirando los foliculos, el liquido folicular se
fue depositando en un tubo de 50 mL de policarbonato estéril que contenia 5 mL de Medio de
Coleccién de Ovocitos (MCO) (Cuadro 1) atemperado a 38 °C en bafio maria. Unicamente se aspiraron
los foliculos con didmetro entre 2-10 mm aproximadamente, una vez terminada la maniobra de

aspiracion, se dejé sedimentar por 10 minutos para decantar los ovocitos.

Cuadro 1

Medio de Coleccion de Ovocitos (MCO).

Ingrediente Cantidad
Solucién madre Minitube MCO 19990/0050° MCO 10 mL
Suero Albdmina Bovino EFAF 60 mg

Nota. Atemperar a 38 °C cuatro horas antes de realizar la maniobra. EFAF: Essential Fatty Acids Free (libre de dcidos grasos esenciales).

Simultdaneamente se prepararon dos placas de maduracidon (Petri de 35 mm) con micro-gotas
flotantes de 100 ul de Medio de Maduraciéon de Ovocitos (MMOQO) (Cuadro 2) equilibradas en las
incubadoras segun el tratamiento uno a 38 °C, 20% O, 5% CO, y humedad relativa a saturacion (95%)
y el tratamiento dos a 38 °C, 5% 0,, 5% CO, y humedad relativa a saturacién (95%), colocando ocho
micro-gotas por placa Petri, cubriendo con aceite mineral y equilibrando cuatro horas antes de realizar
la aspiracion de ovocitos, en las incubadoras de acuerdo al tratamiento pertinente; asimismo, se
rotularon las placas acordes con el tratamiento. Se depositaron 10 ovocitos por gota (proporcién de 1
ovocito/10 pl de MMO)

Una vez terminada la maniobra de aspiracién se dejé reposar el fluido folicular por 10 minutos
para que los complejos de cumulus — ovocitos decantaran, procediendo a eliminar el sobrenadante
muy suavemente teniendo la precaucién de no crear turbulencia en el fondo del tubo a fin de evitar

perder ovocitos, dejando solamente 5 mL en el fondo, utilizando en el proceso una pipeta de precision
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de 1000 pl. Este volumen se vertid en una placa Grid atemperada y el tubo de 50 mL se lavd con
(MCO) en cuatro ocasiones a fin de recuperar los ovocitos que pudieron haber quedado adheridos en
las paredes del tubo. Luego, se inicidé la busqueda y clasificacién de los ovocitos en el estereoscopio
utilizando aumentos de 2x a 4x; una vez fueron identificados los ovocitos, se aspiraron con la pipeta
Drummond y transferidos a una placa Petri X que contiene en los pozos uno, dos y tres 1000 pl de

MCO y en el pozo cuatro 1000 pl de MMO para iniciar con el lavado de dichos ovocitos.

Cuadro 2

Medio de Maduracion de Ovocitos (MMO).

Ingrediente Cantidad
Solucién madre Minitube MMO 19990/0010° MMO 9mL
Suero de Vaca en Celo 60 mg
FSH madre (50 Ul de FSH/10 mL de SSF estéril) 100 pl
LH madre (25 Ul de LH/5 mL de SSF estéril) 50 pl

Nota. Esterilizar por filtracidon a 0.22 um. Equilibrar: 5 mL para el tratamiento uno a 38 °C, 20% Oz, 5% CO. y humedad relativa a saturacién

(95%) y 5 mL para el tratamiento dos a 38 °C, 5% O, 5% CO; y humedad relativa a saturacion (95%).

Maduracion in vitro (MIV)

Los ovocitos extraidos fueron clasificados y seleccionados de tal manera que solo se utilizaron
los ovocitos categorias 1y 2 de acuerdo con la clasificacion Minitube (s.f.) (mas de tres filas de células
del cumulus oophorus, zona pellcida integra y citoplasma homogéneo y oscuro); a continuacion, se
describe la clasificacion utilizada (Leibfried y First 1979):

Categoria 1: presenta mas de cinco capas compactas de célula de cumulus que lo rodean en
toda su superficie, presentan citoplasma granulado y homogéneo por lo que llena completamente el
espacio delimitado por la zona pelucida.

Categoria 2: se presenta rodeado parcialmente por mas de tres capas compactas de células
de cumulus, presentan citoplasma homogéneo (periferia clara y centro oscuro), y lleno

completamente el espacio delimitado por la zona peldcida.
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Categoria 3: presenta inconsistentemente menos de tres capas de células de cumulus
expandido, presentan citoplasma granulado no homogéneo y que no llena el espacio delimitado por
la zona peldcida.

Categoria 4: se presenta denudado, presentan citoplasma granulado irregular no homogéneo
y solo esta rodeado por la zona peltcida.

Luego, de que los ovocitos seleccionados fueran lavados tres veces en MCO y una vez en MMO
se transfirieron a las micro-gotas de MMO que se encontraban en las incubadoras a una proporcion
de 10 ovocitos/microgota y se colocaron a madurar durante 24 horas dividiéndolos en 389 ovocitos
para el tratamiento uno a 38 °C, 20% O, 5% CO y humedad relativa a saturacién (95%) y 360 ovocitos

para el tratamiento dos a 38 °C, 5% 0,, 5% CO, y humedad relativa a saturacion (95%).

Fertilizacion in Vitro (FIV) (dia 0)

Se preparé todo el material cuatros horas antes de iniciar la fertilizacion in vitro. El Cuadro 3

describe la preparacion del medio de capacitacién y acondicionamiento.

Cuadro 3

Medio de capacitacion y acondicionamiento.

Ingrediente Cantidad
Solucion madre Minitube Medio de Capacitacién 19990/0020® 20 mL
Suero Albdmina Bovino Fraccién V 120 mg
Piruvato de sodio (soluciéon madre) * 1000 pl
Gentamicina 200 pl

Nota. *11 mg de Piruvato de sodio en 5 mL de DPBS (Dulbeccos PBS). Se esterilizé por filtracion a 0.22 pm.

Se fracciond el volumen en dos tubos de policarbonato de 15 mL colocando 10 mL en cada

uno (uno por tratamiento) y luego se llevaron a equilibrar durante dos horas en las incubadoras.

Cuadro 4

Preparacion del medio 10X SP-TL para Percoll 90
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Ingrediente Cantidad
Agua ultra pura 100 mL
NacCl 4675¢g
KCl 0.23g
NaH2PO4+H20 0.40¢g
HEPES 2.38¢g

Nota.Ajustar el pH a 7.3, esterilizar por filtraciéon en 0. 22 um. Almacenar a 4 °C.

Cuadro 5

Preparacion del Percoll 90%

Ingrediente Cantidad
Solucién 10X SP-TL 8 mL
Bicarbonato de sodio 0.168 g
Lactato de Sodio 180 pl
Agitar suavemente hasta que el bicarbonato se disuelva completamente. Luego agregar:
Percoll 72 mL
MgCI2 316 ul
CaCl2 156 ul

Nota.Mezclar suavemente, ajustar pH a 7.3-7.45. Esterilizar por filtracién en 0.45 pum. No debe formarse precipitado

Se colocd 3 mL de Percoll 90% en un tubo de 15 mL y se equilibré en la incubadora al
tratamiento uno a 38 °C, 20% 0,, 5% CO; y humedad relativa a saturacidn (95%) y los otros 3 mL de
Percoll 90% se colocd y equilibro en la incubadora al tratamiento dos a 38 °C, 5% 0, 5% CO; y

humedad relativa a saturacion (95%), cuatro horas antes de la maniobra de FIV



Cuadro 6

Preparacion del Percoll 45%

Ingrediente Cantidad
Solucién medio de capacitacién y acondicionamiento 3mL
Percoll 90% 3mL

Nota.Equilibrar 3 mL de Percoll 45% para el tratamiento uno y para el tratamiento dos los otros 3 mL de Percoll 45% 4 horas antes de la FIV.

Cuadro 7

Preparacion del medio de fertilizacion in vitro (FIV).

Ingrediente Cantidad
Solucidn madre Fertilizacidn Minitube 19990/0030® 10 mL
Suero Albumina Bovino EFAF 60 mg
Piruvato de sodio 100 pl
Heparina 200 pl

Nota.Se esterilizo por filtracion a 0.22 um. se equilibré en las incubadoras: 5 mL para tratamiento uno a 38 °C, 20% O, 5% CO: y humedad
relativa a saturacion (95%) y 5 mL para el tratamiento dos a 38 °C, 5% O, 5% CO. y humedad relativa a saturacién (95%), EFAF: Essential

Fatty Acids Free (libre de acidos grasos esenciales)

Se prepararon dos placas nunc de fertilizacion depositando 600 pl/pozo. No se cubrié con
aceite mineral y se colocé a equilibrar en las incubadoras tanto el tratamiento uno como el dos en sus

respectivas atmdsferas, durante cuatro horas antes de realizar la maniobra de fertilizacion.

Preparacidn del Gradiente de Percoll 45-90%

Una hora antes de ejecutar la maniobra de fertilizacion, para cada tratamiento, se depositaron
los 3 mL del Percoll al 90% lentamente por sotoposicion en el fondo del tubo que contiene los 3 mL
del Percoll 45% de tal manera que se formdé un menisco entre los dos gradientes de densidad,
quedando en el fondo el Percoll 90% y encima el 45%, después se retorné nuevamente a la
incubadora.

Una vez cumplidas las 24 horas de maduracion, se transfirieron los ovocitos de cada
tratamiento a dos placas Petri X (una para cada tratamiento) las cuales contenian en dos pozos gotas

de 1000 ul de medio FIV de cada tratamiento, se realizaron dos lavados y se pasaron a las placas nunc
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de FIV correspondiente a cada tratamiento, conservando la proporcién de 1 ovocito/10 pl de medio,

y se colocaron nuevamente a la incubadora.

Descongelacién del Semen

Se descongelaron en agua a 35 °C por 45 segundos cuatro pajuelas de semen del mismo toro,
se secaron y se armo la pistola de inseminacién, depositando muy suavemente el semen de dos
pajuelas encima del gradiente de Percoll 45% correspondiente a cada tratamiento.

Luego para cada tratamiento se realizo la centrifugacién a 1000 g por 10 minutos (utilizando
una centrifuga atemperada), luego se retiro el pellet del fondo con una pipeta de 1000 ul y se deposito
en el tubo que contenia el medio de acondicionamiento / capacitacién, procediendo nuevamente a
centrifugar por 10 minutos a 200 g; al cabo de este tiempo se retird el sobrenadante dejando
solamente 0.5 mL en el fondo del pellet. Se realizd el cdlculo de la concentracidn utilizando la cdmara
de Neubauer, tomando 95 pl de agua y 5 pl del semen (diluido al 5%), se cargd la camaray se llevd al
microscopio a 40x contando cinco cuadros de doble borde. Haciendo un célculo rapido se tomé 600
pL que corresponden al volumen de cada pozo de la placa de FIV la cual se dividié por el nimero de
espermatozoides contados. El resultado obtenido corresponde al volumen en uL que debe tomarse
del tubo que contiene los espermatozoides para fertilizar con 1 x 10%/mL de FIV. Se deposité el
volumen calculado en cada pozo de la placa de FIV correspondiente a cada tratamiento y se regresé

nuevamente las placas de FIV a la incubadora durante 18 horas.

Cultivo in Vitro (dia 1)

Cuadro 8

Preparacion del medio de cultivo SOF (Fluido Sintético de Oviducto).
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Ingrediente Cantidad
Solucidn madre Medio de Cultivo SOF Minitube 19990/0041® 10 mL
Suero de Vaca en Celo ImL
Aminoacidos esenciales 400 pl
Aminodcidos no esenciales 100 pl
Gentamicina 60 ul

Nota.Esterilizar por filtracion a 0.22 pum

Dos horas antes de realizar la maniobra se preparé dos placas nunc (una para cada
tratamiento) con microgotas flotantes de 100 ul cubiertas con aceite mineral; Después, se equilibré el
tratamiento uno a 38 °C, 20% 0,, 5% CO, y humedad relativa a saturacion (95%) y el tratamiento dos

a 38 °C, 5% 0,, 5% CO, y humedad relativa a saturacion (95%).

Desempaque/Denudacion (Eliminar las Células del Cumulus oophorus)

Terminado el tiempo de fertilizacién para ambos tratamientos, se colocaron los presuntos
ovocitos fertilizados de cada tratamiento en dos tubos Eppendorf de 1.5 mL con 600 pl de H-SOF +
100 pl de Hialuronidasa atemperada en cada uno, se dejd sedimentar durante 5 minutos y se elimind
muy suavemente entre 400 a 500 pl del sobrenadante, se llevo al virtex durante 3 minutos. Después,
se depositd el contenido de cada Eppendorf en una placa Petri X con gotas de 800 pl de H-SOF
rotulados de acuerdo con el tratamiento, a medida que se lavaron los ovocitos fertilizados fueron
clasificados y seleccionados. Se realizaron tres lavados y se colocaron de 10 ovocitos/gota de cultivo
SOF de cada tratamiento y luego se llevd las placas de cultivo debidamente rotuladas nuevamente a

la incubadora.

Evaluacion de los cultivos:
A las 72 horas del cultivo se suplementé con 10% de Suero Fetal Bovino (10 ul/gota) y se

evalud la tasa de division celular (clivaje)
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En el dia ocho se evalud la tasa de produccidn de mérulas y blastocitos aplicando la formula

# embriones segmentados

Tasa de Produccion de mérulas y blastocisto= 100 (1)

# embriones colocados inicialmente

Tratamientos

Se desarrollaron dos tratamientos:
FIV 20% O,: Atmdsfera de 38 °C, 20% O, 5% CO; y humedad relativa a saturacién (95%).

FIV 5% O,: Atmdsfera de 38 °C, 5% O,, 5% CO, y humedad relativa a saturacion (95%).

Variables analizadas

Se analizaron las siguientes variables: Porcentaje de maduracidn in vitro, Porcentaje de
fertilizacion in vitro, Porcentaje de clivaje (divisidn celular), Porcentaje de apoptosis (muerte celular)

Porcentaje de embriones obtenidos (mérulas-blastocistos)
Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con dos tratamientos (20% O, y 5% 0O,) y
389 y 360 ovocitos viables para los tratamientos 20% de O, y 5% de O, respectivamente. El andlisis de
los datos se realizd con la prueba de Distribucién de Frecuencias Chi-Cuadrado (x?) utilizando el
programa estadistico Statistical Analysis Systems (SAS® 2012 versién 9.4), con un nivel de significancia

exigido de P £0.05.
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Resultados y Discusion

Recoleccion de Ovocitos

Mediante la técnica de puncion de los foliculos ovaricos se procesaron 196 ovarios de vacas
post mortem, consiguiendo un total de 1035 ovocitos aspirados, de los cuales se utilizaron 513
ovocitos para el FIV de (20% O,) obteniendo 389 (75.83%) ovocitos viables dejando 124 (24.17%)
ovocitos degenerados y dando un promedio de 3.67 ovocitos viables por ovario; para el tratamiento
de (5% 0;) se utilizaron 522 ovocitos, con 360 (68.97%) ovocitos viables, 162 (31.03%) ovocitos
degenerados dando un promedio de 4 ovocitos viables (OV) por ovario; la Figura 1 Muestra un grupo
de ovocitos viables y uno degenerado durante el proceso de lavado, clasificacion y seleccion.

Marizancén Silva y Artunduaga Pimentel (2017), reportaron que la diferencia en el nUmero de
ovocitos viables por ovario se debe a los factores que afectan la fertilidad de la hembra como la
condicién corporal (CC), estrés calérico y nutricidon. Cabe aiadir, que la experiencia del operario influye
en el numero de foliculos aspirados, ovocitos recuperados y el desarrollo posterior de embriones

(Caicedo 2008).
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Figura 1

Ovocitos obtenidos de la aspiracion folicular. A) ovocitos viables. B) Ovocitos degenerados.

Porcentaje de Maduracion (MIV)

Las diferencias encontradas fueron significativas (P < 0.05) entre los tratamientos (Cuadro 9;
Figura 2), siendo el tratamiento de 20% O, el que tuvo el mayor porcentaje de maduracion superando
en 9.77% al tratamiento de 5% O,. Se consideraron como ovocitos maduros, aquellos que poseian una
capa de cumulus ophorus denso y expandido en la superficie con un citoplasma uniforme.

Los resultados con 20% de O, son superiores a los reportados por Neil Vasquez et al. (2009),
quienes realizaron un estudio comparando dos métodos de incubacién sobre la maduracidn in vitro
de ovocitos bovinos y utilizando 20% de oxigeno, obtuvieron 71.52% de MIV, sin embargo, estos
mismos autores al utilizar 5% de oxigeno obtuvieron un porcentaje de MIV de 79.18% similar al
obtenido en esta investigacion; estas diferencias se atribuyen a que en el presente trabajo los ovocitos
que se colocaron a madurar fueron mayor cantidad ya que se utilizaron 749 ovocitos en comparacion
con Neil Vasquez et al. (2009), quienes utilizaron 100 ovocitos (50 para cada tratamiento de 5y 20%
de 0,) para la maduracidn, lo cual indica que, bajo las condiciones de este estudio, la concentracién
de 0,a20% en la (MIV) favorece el porcentaje de maduracién en ovocitos. Ademas, durante el proceso
de MIV se encuentran presentes las células del cumulus oophorus en gran cantidad, lo que sugiere

una mayor demanda de O, por parte de estas, situacion que se puede ver comprometida cuando se
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trabaja al 5% de O,. De igual manera, Pinyopummintry Bavister (1995) concluyen que una disminucidn
en las concentraciones de O, durante la MIV, afecta negativamente el porcentaje de ovocitos que
alcanzan el estadio de metafase Il. De igual manera Banwell et al. (2007), concluyeron que ovocitos
madurados a concentraciones bajas de O, como 2%, se relacionaba con una afectacion severa de la
competencia ovocitaria dando como resultado un mayor porcentaje de apoptosis. De acuerdo con
Hyttel et al. (1997), la competencia ovocitaria involucra dos eventos celulares: la maduracion nuclear
y la maduracién citoplasmatica. Durante la maduracién nuclear el ovocito reinicia la meiosis hasta
alcanzar el estadio de metafase Il y nuevamente se detiene, reiniciando solamente si se sucede la
fecundacién (Hafez 1989); la maduracidn citoplasmatica se relaciona con la habilidad del ovocito para
contribuir en la formacién del prondcleo masculino luego de la penetracion del espermatozoide, y asi
adquirir la capacidad para el desarrollo posterior, es decir para soportar el desarrollo embrionario
temprano; estos eventos se suceden mucho antes del periodo preovulatorio.

Lonergan et al. (2001), concluyen que alrededor del 90% de los ovocitos colocados a MIV
alcanzan el estadio de metafase Il, estando el tratamiento con 20% de O, similar a lo recomendado
por este autor, sin embargo, el tratamiento con 5% de O, se encuentra por debajo del valor
establecido.

Por otra parte, (Fischer y Bavister 1999) concluyen de sus investigaciones que el ambiente
ovarico posee una concentracion de oxigeno inferior a la atmosférica y que esta se acerca al 20%, lo
cual puede ser una razén de los resultados obtenidos en la presente investigacion. Ademas de lo
anterior, segun (Cetica et al. 2001) se han realizado diferentes investigaciones en las cuales se ha
determinado que uno de los factores claves en los sistemas de MIV son las concentraciones de O, ya
que esto implica estudiar los sistemas que favorecen la disminucion de las especies reactivas de
oxigeno (EROs), las cuales se producen en forma normal como producto del metabolismo celular y
gue a su vez han sido relacionadas con diversas alteraciones a nivel celular, sin embargo, se ha

demostrado que tanto el ovocito como las células del cumulus oophorus poseen la capacidad de
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expresar enzimas antioxidantes tales como la superdxido dismutasa, la glutation peroxidasa y la
catalasa, lo que sugiere que el ovocito per se posee la capacidad de controlar los EROs, sin embargo,
pese a la efectividad de estos sistemas, los medios MIV utilizados en atmdsferas de 20% de O, siempre
son suplementados con antioxidantes como el mercaptoetanol, vitamina E (selenio) y cisteamina
entre otros.

Porcentaje de Fertilizacion in Vitro (FIV)

Los ovocitos fertilizados fueron aquellos en los cuales el espermatozoide consiguidé penetrar
el cumulus oophorus del ovocito, llegando a la zona pellcida y desencadenar la reaccidn acrosémica,
dando como resultado la formacién de una célula diploide llamada cigoto y la expulsién del segundo
cuerpo polar. Las diferencias encontradas fueron significativas (P < 0.05) entre los tratamientos
(Cuadro 9; Figura 3), siendo el tratamiento con 20% de O; el que obtuvo los mayores porcentajes,
superando en 8.82% al tratamiento con 5% de O..

Los resultados de esta investigacion con 20% de O, son similares a los obtenidos por
(Pinyopummintr y Bavister 1995) quienes evaluaron el gas éptimo para la maduracidn y fertilizacion
in vitro, y obtuvieron porcentajes de fertilizacién de 87% con 20% O,, sin embargo, estos mismos
autores obtuvieron 53.1% de FIV para 5% de O,, siendo un valor muy inferior al obtenido en esta
investigacion; estos mismos autores concluyeron que los porcentajes de FIV son considerablemente
mas altos (P < 0.05) cuando se utilizan concentraciones de 20% de O, en comparacién de 5% de O, y
ademas el porcentaje de poliespermia aumentaba notablemente cuando la FIV se realizé en O;
reducido (26.6 % en 5% de O, frente a 15.4% en 20% de O,; P < 0,05), lo cual podria ser una de las
causas de la diferencias obtenidas en este estudio, de igual manera, Pinyopummintr y Bavister (1995)
concluyen que los valores bajos de O, (5%) durante las etapas de MIV y FIV causan un detrimento en
el desarrollo de los ovocitos, y recomiendan que durante estas dos etapas del proceso se debe utilizar
5% de CO; y 20% de O,. Por otra parte, de acuerdo con (Lonergan et al. 2001) concluyen que un

porcentaje aceptable de FIV debe estar alrededor de 80%, estando ambos valores de esta
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investigacion cercanos a dicho valor establecido. Por lo tanto, los resultados de la presente
investigacion demuestran que al utilizar la atmdsfera con 20% O, en el FIV, mejora el porcentaje de

fecundacioén en los ovocitos.

Cuadro 9
Valores porcentuales de ovocitos madurados y fertilizados in vitro para los tratamientos con 20% o

5% de oxigeno en las atmdsferas de maduracion y fertilizacion.

Tratamiento Ovocitos Madurados % Ovocitos Fertilizados %
20% de oxigeno 85.6 79.88
5% de oxigeno 75.83 71.06
cv 7.8806 6.8998
Probabilidad 0.0007 0.0116

Nota.CV: Coeficiente de variabilidad

Figura 2

A) ovocitos no madurados hora 0; B) ovocitos maduros hora 24 (nétese la expansion de las células

del cumulus oophorus).
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Figura 3

A) Presuntos cigotos sin clasificar a las 18 horas del proceso FIV B) Ovocito fecundado (nétese la

presencia del sequndo cuerpo polar).

Porcentaje de Clivaje y Apoptosis

El clivaje es la division celular, proceso mitdtico que da inicio al desarrollo embrionario, en la
que el cigoto se divide y da origen a dos células llamadas blastomeros, que forman la mérula, luego la
blastula hasta llegar a la gastrula; la apoptosis es la muerte celular programada (Sanchez 2014). Las
diferencias encontradas fueron significativas (P < 0.05) entre los tratamientos (Cuadro 10), siendo el
tratamiento con 5% O, el que obtuvo el mayor porcentaje de clivaje superando al tratamiento de 20%
02en 10.96%, al igual que en el porcentaje de apoptosis el tratamiento con 5% de O, fue el que obtuvo
el menor porcentaje.

Estos resultados superan los reportados por (Yoneda et al. 2004) quienes evaluaron a las 72
horas el porcentaje de embriones con ocho células, obteniendo porcentajes de clivaje en ovocitos
denudados de 37.1% en la atmdsfera de 5% O, y 34.3% en la de 20% O,, una de las posibles razones
es porque se utilizaron ovocitos de porcinos. Sin embargo, en la investigacion de (Leivas et al. 2006)
no se encontraron diferencias (P > 0.05) en el porcentaje de clivaje en las atmdsferas de 5% y 20% de

0,, con valores de 69.6 y 40.4%, respectivamente; estos mismos autores concluyeron que la
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concentracién atmosférica no tuvo influencia en el clivaje de ovocitos y en el desarrollo de embriones
debido al hecho de que la FIV no se habia evaluado por separado, sino junto con la MIV. Sin embargo,
(Thompson et al. 1990) concluyeron que las concentraciones de O, que se encontraban entre 4 y 8%
producian los mejores porcentajes de clivaje; de igual manera (Fischer y Bavister 1999) concluyeron
gue las concentraciones de oxigeno intrauterino disminuyen drasticamente a medida que se forma el
blastocisto y se da el proceso de implantacidn con valores de 5.3% y 3.5% de O, respectivamente,
indicando que el desarrollo in vivo de los embriones en los estadios de peri-implantacion requiere de
bajas concentraciones de O,. De igual manera (Yuan et al. 2003) en su investigacidn sobre la influencia
de la tensidon de oxigeno en la apoptosis y la eclosion en embriones bovinos cultivados in vitro
concluyeron que la concentracion de oxigeno al 5% es dptima para el cultivo in vitro de embriones
bovinos en medios libres de células (es decir no utilizando co-cultivo), resultados que confirman los
obtenidos en este estudio, demostrando que al utilizar una atmdsfera de 5% de O, mejora el
porcentaje de ovocitos en clivaje a las 72 horas pos fertilizacién in vitro, evento que puede estar

relacionado con un incremento de la competencia ovocitaria desarrollada en las etapas anteriores.

Cuadro 10
Valores porcentuales de ovocitos en clivaje y apoptosis al tercer dia para los tratamientos con 5% o

20% de oxigeno en la atmdsfera de cultivo

Tratamiento Ovocitos Clivaje % Ovocitos Apoptosis al 3 dia (%)
20% de oxigeno 68.42 31.58
5 % de oxigeno 79.38 20.62
cv 8.5529 16.6036
Probabilidad 0.0089 0.0089

Nota.CV: Coeficiente de variabilidad
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Figura 4

Clivaje a las 72 horas en el tratamiento FIV de 20% O..

Figura 5

Clivaje a las 72 horas en el tratamiento FIV de 5% O;.

Porcentaje de Embriones, Morulas y Blastocitos

Las diferencias encontradas fueron significativas (P < 0.05) entre los tratamientos (Cuadro 11)
para los embriones obtenidos, siendo el tratamiento con 5% de O, el que obtuvo el mayor porcentaje
superando al tratamiento 20% de O, en 17.73%. De igual manera el mayor porcentaje de blastocitos
se obtuvo con el tratamiento de 5% de O, superando al 20% de O, en 32.33%; en cuanto a las mérulas
el mayor porcentaje lo obtuvo el tratamiento con 20% de O, superando al tratamiento con 5% de O,
en 32.33; este aspecto es muy importante ya que en dependencia del grado de desarrollo y calidad se
pueden esperar resultados de prefiez con embriones in vitro que oscilan entre 54% para blastocistos
expandidos y calidad | mientras que con marulas calidad | los porcentajes pueden variar desde un 26
hasta un 51%, condicidn que se encuentra relacionada con el grado de desarrollo y el grosor de la zona

pelicida ya que esta facilitara el proceso de protrusién del embridn y su posterior implantacion, por
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lo tanto, el mejor estadio para realizar la transferencia embrionaria es el de blastocisto expandido
(Palma 2001).

Los resultados de esta investigacidn superan a los de (Leivas et al. 2006) quienes al utilizar una
concentracién de oxigeno de 5 y 20% obtuvieron porcentajes de blastocitos de 53.44 y 53.12%
respectivamente, sugiriendo que al utilizar un 5% de O, en la concentracién atmosférica durante el

clivaje pudo haber estimulado el desarrollo embrionario.

Cuadro 11
Valores porcentuales de embriones y su categoria para los tratamientos con 5% o 20% de oxigeno en

la atmdsfera de cultivo.

Tratamiento Embriones (%) Mbérulas (%) Blastocitos (%)
20 % de oxigeno 51.1 55.91 44.09
5 % de oxigeno 68.83 23.58 76.42
cv 14.5067 35.3215 26.6735
Probabilidad 0.001 <0.0001 <0.0001

Nota.CV: Coeficiente de variabilidad

Figura 6

Blastocitos al dia 7.
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Eficiencia General

Las diferencias encontradas no fueron significativas (P > 0.05) para las relaciones entre el
numero de embriones producidos de acuerdo con los ovocitos viables, sin embargo, para la relacion
de embriones producidos por ovocito madurado, fertilizado y en clivaje si hubo diferencias (P < 0.05),
siendo el tratamiento con 5% O, el que obtuvo los mayores valores superando al tratamiento con 20%
02en 10.9%, 19.68% y 17.73% respectivamente en cada etapa del procedimiento del FIV (Cuadro 12).

(Hashimoto et al. 2000) realizaron un estudio en donde la relacidn de embriones obtenidos
por ovocitos madurados fue de 28% en la atmédsfera de 5% O,y 16% en la de 20% O, resultados que
son similares a los de este estudio, indicando que una baja concentraciéon de oxigeno favorece el
desarrollo de embriones de ovocitos madurados. En cuanto a la relacién de embriones producidos por
ovocitos fertilizados, los resultados de esta investigacidn son superiores, a los reportados por (Yoneda
et al. 2004) quienes evaluaron el efecto de la concentracidn de oxigeno en el desarrollo de embriones
porcinos in vitro, en la que obtuvieron un 25% de embriones en la concentracidon de 5% de O,y 19.3%
en la concentracion de 20% de O..

Lo anterior demuestra que la concentracién de oxigeno para la produccidn in vitro de
embriones bovinos influye en el porcentaje de ovocitos madurados, fertilizados, el clivaje y embriones

obtenidos.

Cuadro 12

Eficiencia en la produccion in vitro de embriones bovinos, relacionando los embriones producidos con
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los ovocitos viables, madurados, fertilizados y clivaje utilizando dos concentraciones de oxigeno (5% y

20%).
Tratamien Embriones/ ovocitos Embriones/ ovocitos Embriones/ovocitos Embriones/ ovocitos
to viables (%) maduros (%) fertilizados (%) en clivaje (%)
0,
20% de 23.91 27.93 34.96 51.1
oxigeno
0,

> % de 29.44 38.83 54.64 68.83
oxigeno

cv 8.163 19.3031 19.2392 14.5067
:;Obab"'d 0.0865 0.0045 0.0001 0.001

Nota.CV: Coeficiente de variabilidad
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Conclusiones

Bajo las condiciones de este estudio, los mejores porcentajes por etapas de maduracion y

fertilizacion in vitro se obtuvieron con la concentracién de 20% de O,.

Los mayores porcentajes de clivaje, embriones y blastocitos se obtuvieron con la

concentracion de 5% de O,

Sin embargo, la concentracién de 5% de O,, mostré tener al final del procedimiento de PIV la
mejor eficiencia al relacionar el porcentaje de embriones producidos con los porcentajes de

maduracién, fertilizacién y clivaje.
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Recomendaciones
Bajo las condiciones de este estudio se recomienda evaluar la aplicacién de la concentracion

de 20% de O; en las etapas de maduracidn y fertilizacién in vitro y 5% de O, para la etapa del cultivo

in vitro en el laboratorio de reproduccién animal de Zamorano.

Realizar futuras investigaciones evaluando la concentracion del 10% de O en las etapas de

maduracién y fertilizacién in vitro.
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Anexo A

Recoleccion de ovarios.
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Anexo B

Acondicionamiento de ovarios.
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Anexo C

Aspiracion Folicular.
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Anexo D

Busqueda ovocitos viables.
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Anexo E

Instrumentos utilizados.
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Anexo F

Tratamientos. A) FIV 5% 02 B) FIV 20% 02
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Anexo G

Microgotas flotantes para maduracion in vitro.
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