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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivos: Determinar los porcentajes in vitro de maduracion,
fertilizacidn, clivaje y embriones (mérulas y blastocistos), como también determinar la eficiencia
del proceso de produccién in vitro (PIV) de embriones bovinos a partir de la suplementacién con
Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) en el medio de maduracién in vitro. Se utilizaron 179 ovocitos
viables para el medio de maduraciéon (MMO) + ITS y 146 para el MMO sin ITS (control). Se
encontraron diferencias significativas (P <0.05) en los porcentajes de ovocitos madurados con
valores de 90.50% y 81.51% para el tratamiento con ITS y control respectivamente. Luego de la
fertilizacion de los ovocitos, los porcentajes de clivaje (P <0.05) fueron de 84.89% y 71.43% y de
apoptosis 15.11% y 28.57% para el tratamiento con ITS y para el control respectivamente. Al
octavo dia el porcentaje de embriones producidos (P <0.05) fueron de 60.17% y 41.54% de los
cuales se encontraban en estado de blastocisto el 87.32% y 62.96%; para el tratamiento con ITS
y el control respectivamente (P <0.05). La eficiencia general en la produccion de embriones por
ovocito viables, madurados, fertilizados y clivaje, los valores mas altos fueron para los ovocitos
madurados con ITS; con porcentajes de 39.66%, 43.83%, 51.08% y 60.17%, respectivamente. Se
concluye que el MMO mas ITS es el que produjo mayor porcentaje de ovocitos madurados, con
un nivel superior de competencia y division celular y, por lo tanto, produciendo una mayor
cantidad de embriones con altos porcentajes de blastocistos.

Palabras clave: Biotecnologia, embriones, fertilizacién, in vitro, ovocitos.



Abstract

The present study had as objectives: Determine the in vitro percentages of maturation,
fertilization, cleavage, and embryos (morulae and blastocysts), as well as to determine the
efficiency of the in vitro production process (PIV) of bovine embryos from the supplementation
with Insulin -Transferrin-Selenium (ITS) in the in vitro maturation medium. For the maturation
medium (MMO) 179 viable oocytes were used + ITS and 146 for the MMO without ITS (control).
Significant differences (P <0.05) were found in the percentages of matured oocytes with values
of 90.50% and 81.51% for treatment with ITS and control, respectively. After the fertilization of
the oocytes, the percentages of cleavage (P <0.05) were 84.89% and 71.43% and of apoptosis
15.67% and 28.57% for the treatment with ITS and for the control, respectively. On the eighth
day, the percentage of embryos produced (P <0.05) were 60.17% and 41.54%, of which 87.32%
and 62.96% were in the blastocyst stage; for treatment with ITS and treatment without ITS,
respectively (P < 0.05). The general efficiency in the production of viable, matured, fertilized and
cleavage embryos per oocyte, the highest values were for oocytes matured with ITS; with
percentages of 39.66%, 43.83%, 51.08% and 60.17%, respectively. It is concluded that the MMO
plus ITS is the one that produced the highest percentage of matured oocytes, with a higher level
of competition and cell division and, therefore, producing a higher percentage of blastocysts
and a greater number of embryos.

Keywords: Biotechnology, embryos, fertilization, in vitro, oocytes.
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Introduccion

Durante los ultimos afios la biotecnologia ha tomado fuerza en la produccion y
mejoramiento genético animal, gracias a los distintos avances en esta area, se ha logrado
obtener resultados sobresalientes en la explotacidn pecuaria. Fernandez et al. (2007) afirman
gue en las ultimas décadas la biotecnologia animal ha experimentado un gran auge y ha dotado
a la ciencia de nuevas herramientas capaces de manipular y modificar el genoma de los seres
vivos mas evolucionados: Los mamiferos. El desarrollo de nuevas biotecnologias para producir
animales transgénicos, o para la multiplicacién in vitro de lineas de animales genéticamente
superiores, se basa en el avance de las técnicas de fertilizacion in vitro (FIV) y en el cultivo de
embriones (Fernandez et al. 2007).

En tal sentido, la biotecnologia de la reproduccién comprende técnicas como:
Inseminacién artificial y preservacién de semen, usadas para el mejoramiento genético del
ganado; sexado de espermatozoides, superovulacion, transferencia de embriones, produccion
de embriones in vitro y clonacidon, aumentando la eficiencia reproductiva y la tasa de
reproduccion (Crespo Calva y Guaman Gutiérrez 2015).

Todas las herramientas y/o técnicas utilizadas en la biotecnologia, han sido de gran
ayuda en la actualidad, puesto que han abierto el camino hacia el desarrollo de nuevas y
modernas técnicas como la produccién in vitro de embriones que comenzé por la produccion de
embriones in vivo. La producciéon in vitro (PIV) de embriones comprende varios procesos
fundamentales: La maduracidn ovocitaria, la capacitacion espermatica, la fecundacién in vitro y
por ultimo, el desarrollo embrionario (Garcia-Diaz et al. 2013).

Los reportes indican que el uso de la PIV ha venido creciendo de manera considerable
en los ultimos afios. La International Embryo Technology Society IETS (2015) sefialo, en el
informe anual de datos recogidos a nivel mundial, que durante este afio reportaron 630.202

embriones producidos in vitro y transferidos, en contraste con los resultados del afio 2001 en
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donde se transfirieron 109.205 embriones. Lo que representa un incremento alrededor del
500%, evidenciando una mayor demanda de esta biotecnologia (Vélez et al. 2017).

Todo el sistema de produccién in vitro requiere la maduracion de los ovocitos, de
cuyo éxito depende una buena fertilizacién (Carazas Loayza y Ayala Vargas 2019). A su vez, la
fecundaciéon resume los eventos iniciados por la penetracidon del espermatozoide a través de las
diferentes capas celulares y acelulares que rodean al ovocito y culminan con la formacién de
ambos pronucleos (Palma 2001). Por consiguiente, segun Rizos et al. (2002), el cultivo
embrionario desde cigoto hasta blastocisto es critico para la PIV de embriones, ademdas que
durante este periodo se define en gran medida, la calidad de los embriones obtenidos.

Por otra parte, para un buen desarrollo del embrién, se necesita que el ovocito adquiera
una adecuada competencia ovocitaria, definida como la capacidad del ovocito para someterse
a una maduraciéon citoplasmatica y nuclear, fertilizacion y desarrollo exitoso del embridn
(Reader et al. 2017). Del mismo modo, segun Sirard et al. (2006), los ovocitos poseen varios
niveles de competencia de desarrollo: capacidad para reanudar la meiosis; capacidad de
dividirse después de la fertilizacidn; capacidad para desarrollarse hasta la etapa de blastocisto;
capacidad para inducir una prefiez y capacidad para desarrollarse con buena salud.

En la maduracién in vitro es importante poder brindarle todas las condiciones necesarias
al ovocito, para que logren una buena competencia ovocitaria y se pueda desarrollar de la mejor
manera en sus siguientes etapas. Tal como afirman Avery et al. (2003), el éxito de la fertilizacidn,
clivaje y desarrollo embrionario presenta estricta relacion de la competencia adquirida durante
el proceso de maduracioén in vitro del ovocito.

En estudios realizados por Hyttel et al. (1997), caracterizan la competencia de los
ovocitos bovinos en relacidn con las etapas secuenciales del desarrollo folicular y, por ovocitos
de los foliculos antrales tempranos, en relacién con su diametro. A su vez en el drea porcina,

factores como la alta concentracién de oxigeno durante la maduracidn in vitro y el bajo nivel de
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oxigeno durante el cultivo in vitro pueden alterar la expresion de multiples genes relacionado
con la competencia de los ovocitos y mejora significativamente el desarrollo del embrién (Kang
et al. 2012)

El adicionar ITS (Insulina-Transferrina-Selenio) en el medio de maduracion favorece el
crecimiento celular y el porcentaje de blastocistos (AIDA 2009). Por otro lado, en comparacion
con la adicién de otros suplementos en el medio de maduracion, como lo es el uso de suero fetal
bovino, siendo este uno de los suplementos mas primitivos, altera tanto la morfologia
embrionaria, como su calidad. A partir de esto, su eliminacién o reemplazo posibilita la
produccién de embriones de buena calidad para ser crio preservados y transferidos (Mucci et al.
2006).

La insulina, por su parte, induce la captacién de glucosa y aminoacidos, a su vez presenta
una actividad mitégena y anti apoptética aumentando los indices de clivaje y blastocistos en
bovinos (Augustin et al. 2003). La Transferrina y el selenio son oligoelementos que tienen
caracteristicas antioxidantes. La combinacion de estos dos elementos, en el cultivo de células,
provoca una reduccién en la produccién de radicales libres y peroxidacién de lipidos (Kim S et
al. 2005); ademas su presencia potencia enormemente la maduracién de los ovocitos, disminuye
en gran medida, la polispermia y aumenta la formacién de pronucleares.

Estudios realizados por Fouladi-Nashta y Campbell (2006), demostraron que la presencia
de insulina en el medio tiene una serie de efectos sobre el ovocito inmaduro, incluyendo
cambios en el perfil proteico y la ultraestructura. Por otra parte, estos autores mencionaron que
la adicion de insulina ya sea sola o en combinacidn con transferrina y selenio, ayuda en la mejora
del crecimiento celular y el incremento en el porcentaje de blastocistos.

A su vez, otros estudios realizados por Bowles y Lishman (2009), reportaron que la
inclusion de transferrina e insulina en el medio de cultivo in vitro de embriones bovinos aumento

significativamente el porcentaje y el numero de blastocistos que se formaron.
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Asimismo, en la investigacidn de Barrio et al. (2003), se obtuvieron resultados superiores
en el medio de cultivo cuando este fue suplementado con ITS. A su vez afirmaron que, el
porcentaje de zigotos que se dividen a las 48 horas fue superior cuando el medio estaba
suplementado con ITS, frente al cultivo de estos en un medio no definido, suplementado con
suero fetal bovino y células del epitelio oviductal bovino (FCS+BOEC).

Una combinacién de insulina, transferrina y selenio (ITS), proporciona mejores indices
de energia nuclear y maduracién citoplasmatica de ovocitos porcinos (Hu et al. 2011) asi como
en PIV de embriones bovinos (Dalvit et al. 1998).

Dado los beneficios mencionados anteriormente de utilizar ITS en la produccidn in vitro
de embriones, se establecieron los siguientes objetivos:

El objetivo general de la presente investigacién fue evaluar el efecto de la Insulina-
Transferrina-Selenio en el medio de maduracion sobre la produccidn de embriones in vitro en
bovinos. Los objetivos especificos fueron determinar los porcentajes in vitro de maduracion,
fertilizacidn, clivaje y embriones (mérulas y blastocistos) a partir de la suplementacidon con
Insulina-Transferrina-Selenio (ITS) en el medio de maduracién y determinar la eficiencia del

proceso de produccién in vitro (PIV) de embriones bovinos.
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Materiales y Métodos

Localizacion

La investigacion se llevd a cabo entre agosto 2021 a marzo 2022 en las instalaciones del
Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién Animal de la Escuela Agricola Panamericana,
ubicada a 32 km de Tegucigalpa, con un promedio de altura sobre el nivel del mar, temperatura

anual y precipitacion de 800 m, 24 °Cy 1100 mm respectivamente.

Dia -1

Recoleccion de Ovarios

Los ovarios fueron recolectados de hembras bovinas faenadas en la Empresa
Agropecuaria S.A. (EMPASA), ubicada a 5 km de las instalaciones del laboratorio. Se utilizd
solucién salina fisiologica (SSF 0.9% NaCl) atemperada a entre 20-25 °C y suplementada con 0.5
g/litro y 100,000 Ul/litro de estreptomicina y penicilina respectivamente, para el transporte de

los ovarios hacia el laboratorio en un tiempo no mayor a 6 horas desde su recoleccion.

Etapa de Acondicionamiento de los Ovarios

Durante esta etapa se eliminaron los restos de tejidos adheridos a los ovarios (restos de
grasa, cuernos uterinos, trompas uterinas) y simultaneamente se realizaron tres lavados en SSF
0.9% NaCl atemperada a 35 °C.

Todos los medios que se utilizaron en las diferentes etapas del proceso PIV fueron
preparados, atemperados a 38 °Cy equilibrados en las incubadoras un minimo de cuatro horas

antes de iniciar las respectivas maniobras.

Etapa de Aspiracion Folicular y Recoleccion de los Ovocitos

Se procedid a la puncién de los foliculos entre 2-10 mm de didmetro, utilizando agujas

de 18 x 1 %5 g y jeringa de 5 mL de dos piezas. La importancia de los elementos de puncién y
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aspiracion (didametro de la aguja, presion de aspiracién, entre otros) determinan en buena
medida la calidad de los ovocitos recolectados y la eficiencia del sistema de aspiracién. Por lo
tanto, a medida que se incrementa la presion de aspiracidn, aumenta la tasa de recuperacion,
pero al mismo tiempo, aumenta la cantidad de ovocitos desnudos por lo tanto disminuye la
calidad de los ovocitos recolectados.

Una vez se llend cada tubo de policarbonato de 50 mL con el fluido folicular,
permanecieron en reposo durante 10-15 minutos con el propdsito de que los complejos
cumulus-ovocitos decanten y formen un pellet en el fondo del tubo. Transcurrido ese tiempo, el
pellet fue recolectado con pipeta Pasteur y colocado sobre una placa Grid de busqueda.

Los complejos cumulus-ovocitos seleccionados categoria | y Il Minitube (s.f.) (ovocitos
categoria | y Il: mas de tres filas de células del cumulus oophorus, zona pellcida integra y
citoplasma homogéneo y oscuro) fueron lavados al menos tres veces mediante el pasaje a través
de gotas de medio de maduracion MMO sobre placas de Petri. El objetivo de este lavado fue la
eliminacion del fluido folicular, restos celulares y otros detritus, asi como algunos posibles
contaminantes provenientes de la sala de puncién. Una vez se lavaron y seleccionaron, fueron
colocados en grupos de 10 ovocitos/microgota flotante de 100 pl en las placas de maduracién
previamente elaboradas y puestos a cultivar en incubadora a 38.5 °C, 20% de O, 5% de CO, y
humedad a saturacion.

Se utilizaron microgotas flotantes de 100 ul de MMO conservando una relacion de 10
ul/ovocito cubiertas con aceite mineral (el objetivo fue evitar la deshidratacién de los medios,
pese a que las incubadoras brindan un ambiente con maxima humedad relativa, las microgotas
por presentar una alta relacién superficie/volumen, tienden a deshidratarse durante la
incubacién) en placa Petri de 35 mm, y equilibradas en la incubadora a 20% O, y 5% CO,, 38.5°C.

Se utilizé el medio de coleccién de ovocitos Minitube MCO 19990/0050° (Cuadro 1).
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Cuadro 1

Protocolo Minitube para el Medio de Coleccion de Ovocitos (MCO).

Ingrediente Cantidad
Solucién madre Minitube MCO 19990/0050® MCO 10 mL
Suero Albumina Bovino EEAF 60 mg

Nota. Atemperar a 38 °C, 4 horas antes de realizar la maniobra.

EFAF: Libre de 4cidos grasos por sus siglas en inglés

Se utilizé como medio de maduracién de ovocitos el medio TCM-Parker (Cuadro 2y 3).

Cuadro 2

Solucién madre del Medio de Maduracion de Ovocitos (MMO) TCM-199 Parker (MPM stock).

Componentes Unidades

TCM 199 10X 10 mL
HEPES 140 mg
Bicarbonato de sodio 300 mg
Piruvato de Sodio 25mg
Gentamicina stock 110 mL
Lactato de calcio (disuelto en 10 ml de agua ultrapura) 60 mg
Rojo fenol 1mg

Agua ultrapura 90 mL

Nota. Esterilizar por filtracion a 0.22 pum y almacenar a 4 °C maximo un mes.

El dia de la maniobra de aspiracion y recolecciéon de los ovocitos, se suplementd la

solucidon madre (Cuadro 3).

Cuadro 3

Suplementacion de la solucion madre del medio TCM-199 Parker.

Componentes Unidades
MPM stock 9 mL
Suero de vaca en celo (SVC) 1mL
Hormona foliculo estimulante recombinante humana stock (FSH-rh) 100 pl
Cisteina 100 mM

Nota. MPM: Medio Parker de Maduracién

Para efectos de la investigacidn se le adicionaron 50 pL de Insulina-Transferrina-Selenio

(ITS Sigma-Aldrich 13146) a 10 mL de TCM-199 Parker suplementado.
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La Insulina-Transferrina-Selenio (ITS Sigma-Aldrich 13146) contiene 1.0 mg/mL de
insulina humana recombinante, 0.55 mg/mL de transferrina humana (sustancialmente libre de
hierro) y 0.5 ug/mL de selenito de sodio a una concentracion de 100x.

ITS es una mezcla de insulina humana recombinante, transferrina humana y selenito de
sodio. Es un suplemento celular general disefiado para su uso en medios no complejos (por
ejemplo, MEM, RPMI-1640) y medios complejos (por ejemplo, Ham S F-12, DME / F-12, MEM)
con piruvato de sodio.

Se aspiraron los foliculos con un didmetro aproximado entre 2 y 10 mm, utilizando
jeringas de dos piezas y agujas 18 x 1 % pulgadas. El liquido folicular fue depositado en un tubo
de 50 mL de policarbonato estéril y atemperado en bafio maria; terminado el proceso de
aspiracion, se dio un tiempo aproximado de 10 minutos para facilitar la decantacién de los
presuntos complejos cumulus-ovocitos (COC), una vez cumplido el tiempo estipulado se
procedié a eliminar en forma muy delicada el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur
dejando solo 5-7 mL de liquido folicular en el fondo para luego verterlo a una placa grid de
busqueda atemperada e iniciar la blsqueda en el estereoscopio a 4x y simultdneamente
clasificar y seleccionar los ovocitos ademas de lavarlos tres veces en MMO para luego
depositarlos en las microgotas flotantes previamente preparadas y equilibradas; se lavé el tubo
con medio MCO a fin de recuperar los posibles ovocitos que hayan quedado adheridos al tubo.
Colocar nuevamente las placas en la incubadora a 38 °C, 20% O, 5% CO, y humedad relativa a
saturacién (95%) por 24 horas.

Los ovocitos fueron divididos al azar en dos grupos: madurados en medio suplementado

con ITS y la otra mitad fueron el control.
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Dia 0

Fertilizacion in vitro (FIV)

A las 24 horas de iniciado el proceso de maduracion (las 24 horas se cuentan a partir de
que se aspird el primer ovario), se procedié a la fecundacién de los ovocitos, para lo cual se
utiliz6 semen congelado-descongelado.

Al inicio de las maniobras de este dia, se retiraron las placas de maduracién y se observé
la coloracidon del medio (el rojo fenol, ante una disminucion de pH, comin en caso de
contaminacion bacteriana, el medio cambiara al amarillo), presencia de hongos, y aspecto de
los ovocitos (expansion). Una vez verificado estos aspectos, se continud con el siguiente proceso
de acondicionamiento, capacitacién y fecundacion:

Se cargaron nuevas placas de cultivo nunc con medio de fecundacion FIV (Minitube
19990/0030°; Cuadro 4). De acuerdo con este protocolo, se colocardn 600 pl de medio de
fecundacion/pozo, no se cubrieron con aceite mineral, y se equilibré cuatro horas antes en la
incubadora 38 °C, 20% 0;, 5% CO; y humedad relativa a saturacion (95%). Posteriormente, se
colocaron en estas placas, los ovocitos que fueron puestos a madurar el dia anterior, lavados

previamente dos veces en medio FIV.

Cuadro 4

Protocolo para la preparacion del medio de fertilizacion (FIV).

Ingrediente Unidades
Solucién stock Fertilizacién Minitube 19990/030® 10 mL
Suero Albumina Bovino EFAF 60 mg
Piruvato de sodio 100 pl
Heparina 200 pl

Nota. Esterilizar por filtracion a 0.22 um. Equilibrar en la incubadora 38 °C, 20% O, 5% CO2 y humedad relativa a saturacién (95%).
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Acondicionamiento del Semen por Centrifugacion en Gradientes de Percoll 45-90%

Esta etapa tiene como objetivo eliminar diluyentes, células muertas, plasma seminal.
Para el desarrollo de esta etapa se utilizaron los protocolos/medios Minitube. Se depositaron 10
mL del medio de capacitacidon en dos tubos de 15 mL rotulados como “lavado”; equilibrados
durante dos horas en la incubadora a 38 °C, 20% O,, 5% CO, y humedad relativa a saturacién
(95%).

Se depositaron 3 ml de Percoll 90% en un tubo de 15 mL, equilibrados a 38 °C, 20% O,,
5% CO; y humedad relativa a saturacion (95%) cuatro horas antes de la maniobra de FIV.

Una hora antes que se inicié el procedimiento de FIV, mediante la técnica de
sotoposicidn, se colocaron lentamente 3 mL de Percoll 90% en el fondo del tubo que contenia 3

mL de Percoll 45%, y fue colocado en la incubadora.
Descongelacion del Semen

El semen congelado en pajuela se descongeld en bafio Maria a 30-35 °C, durante 45
segundos. Posteriormente, y una vez secadas las pajuelas (se utilizaron 3 pajuelas del mismo
toro), se arm¢ la pistola de inseminacidn, y se depositd el semen lentamente sobre el gradiente
de Percoll 45-90% y luego se centrifugd a 38 °C durante 10 minutos a 1000 g, se retird el pellet
que contiene los espermas vivos del fondo del tubo con una pipeta Pasteur y se deposité en el
tubo de “lavado” y centrifugado a 200 g y 38°C durante 10 minutos, luego se retird el
sobrenadante suavemente dejando 0.5 mL que contienen el pellet con los espermatozoides.
Posteriormente se realizd el calculo de la concentracidon utilizando el espectrofotémetro
Spermacue’ y con el resultado se calculd la dosis inseminante garantizando una concentracién
de 1 x 10° espermas/mL de medio, recomendando una concentracién aproximada de 4,000-
8,000 espermas/ovocito. Una vez realizado el proceso de mezcla de los espermatozoides con los

ovocitos madurados, se llevd a co-cultivo durante 18 horas en la incubadora.
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Dia1l

Cultivo in vitro

Eliminacion de las Células del cumulus oophorus (desempaque).

Transcurridas 18 horas de la fecundacidn, los presuntos cigotos (cigotos putativos:
presencia del segundo cuerpo polar y/o inicio de clivaje) fueron lavados en medio de cultivo SOF
(Cuadro 5), para la eliminacién de las células del cumulus, y colocados en nuevas placas de
cultivo nunc con 400 ul de medio SOF cubiertos con aceite mineral (estas placas fueron
preparadasy puestas a equilibrar en la incubadora con dos horas minimo de anticipacién al inicio
de la maniobra) y colocadas en la incubadora a 38.5 °C, 5% de O,, 5% de CO,, 90% de N, y

humedad relativa a saturacion.

Cuadro 5

Protocolo Minitube para la preparacion del medio de cultivo SOF (Fluido Sintético de Oviducto).

Ingrediente Unidades
Solucién stock Medio de Cultivo SOF Minitube 19990/0041°® 10 mL
Suero de Vaca en Celo 1mL
Aminodcidos esenciales 400 pl
Aminoacidos no esenciales 100 pl
Gentamicina 60 ul

Nota. Esterilizar por filtracién a 0.22 um

Desempaque/denudacién (eliminar las células del cumulus oophorus).

1. Se colocaron los presuntos ovocitos fecundados (cigotos putativos) en un tubo
eppendorf de 1.5 mL con 900 pl de SOF + 100 pl de Hialuronidasa atemperada (se utilizé un tubo
para cada tratamiento).

2. Luego, se dejaron sedimentar durante 5 minutos en la incubadora a 38 °C.

3. Se elimind lentamente 700 pl del sobrenadante.

4. Se agitd en el vortex durante tres minutos.
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5. Posteriormente, se depositd el contenido en una placa Petri X con gotas de 800 ul de
SOF en los cuatro pozos. Luego se lavaron las paredes del tubo con medio de cultivo
descargandolo en la placa para la busqueda. Es necesario realizar varios lavados y busquedas
del tubo eppendorf hasta que no aparezcan mas cigotos (2 o 3 veces). Observar el tubo bajo
lupa para detectar la posible presencia de cigotos adheridos a su pared.

6. Lavado y clasificacion de: ovocitos fecundados aquellos que presentaron la expulsion
del segundo cuerpo polar y/o iniciaron clivaje

7. Se depositaron en la placa de cultivo con medio SOF (relacidn 1 ovocito: 10 pl de SOF).

8. Se colocaron nuevamente las placas en la incubadora a 5% de CO,, 5% de O,, 90% de

N, y humedad relativa a saturacién durante siete dias.

Cultivo

A las 72 horas se realizé6 una evaluacién para determinar la tasa de divisiéon celular
(clivaje) y suplementacién con 10% de Suero Fetal Bovino (10 pl/gota).

Al dia siete se evalud la tasa de produccion de moérulas y blastocistos, utilizando la
siguiente formula:

# embriones segmentados

0[1]

X
# embriones colocados inicialmente

Tratamientos

Se realiz6 dos tratamientos:
Medio de Maduracidn in vitro suplementado con ITS (50 pl/10 mL de MMO)

Medio de Maduracidn in vitro sin suplementar (control)
Variables analizadas

Se analizaron las siguientes variables:

Porcentaje de maduracioén in vitro
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Porcentaje de fertilizacién in vitro

Porcentaje de clivaje (division celular)

Porcentaje de apoptosis (muerte celular)

Porcentaje de embriones obtenidos (mérulas-blastocistos)

Eficiencia general

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Se aplico un Disefio Completamente al Azar (DCA) con dos tratamientos (MIV + ITS y MIV
control) y 179y 146 ovocitos para los tratamientos ITS y control respectivamente. Para el analisis
de los datos se utilizé la prueba de Distribucion de Frecuencias Chi-Cuadrado (x?) aplicando el
programa estadistico Statistical Analysis Systems (SAS® 2014 versidon 9.4), con un nivel de

significancia exigido de P < 0.05.
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Resultados y Discusion

Recoleccion de Ovocitos

Los ovocitos fueron extraidos de ovarios de vacas post mortem utilizando la técnica de
aspiracion folicular, se logré extraer 370 ovocitos de 60 ovarios, los cuales fueron clasificados
logrando obtener el 88% (325) de ovocitos viables (Figura 1), descartando un 12% de ovocitos
degenerados. Los ovocitos fueron distribuidos para los dos tratamientos utilizando 179 y 146
ovocitos viables para el tratamiento ITS y el control respectivamente.

La eficiencia en la cantidad de ovocitos obtenidos mediante la aspiracion folicular
dependerd del dominio de la técnica de aspiracion por parte del operador (Scott et al. 1994).
Bajo las condiciones de este estudio, se obtuvo una media de 5.4 ovocitos viables por ovario
aspirado, valores que superan a los obtenidos por Quispe et al. (2018), en la cual recolectaron
5.02 ovocitos por ovario, utilizando la técnica de aspiracion folicular. Estas diferencias se
atribuyen posiblemente a diversos factores que influyen en el nimero de ovocitos recolectados,
tales como los tratamientos hormonales, nimero de aguja de punciéon, frecuencia de la
aspiracion, presion de vacio, resoluciéon del equipo utilizado, tamafio de los foliculos y la raza del
animal (Merton et al. 2003).

Se clasificaron los ovocitos en cuatro categorias, categoria | los que estaban rodeados
completamente con mas de tres capas de células del cumulus oophurus, el citoplasma

uniformemente granulado, compacto y zona pelucida intacta. Categoria Il los que presentaban

de dos a tres células de cumulus oophurus, citoplasma no homogéneo y zona pellcida intacta.
Categoria lll aquellos que presentaban al menos una capa del cumulus oophurus, parcialmente
desnudos, citoplasma no homogéneo. Categoria IV completamente desnudos y citoplasma

irregular (Quispe et al. 2018). Solo los ovocitos categoria | y Il fueron sometidos a los

tratamientos, mientras que la categoria lll y IV fueron descartados.
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Figural

Ovocitos obtenidos posterior a la aspiracion folicular.

Porcentaje de Maduracion in vitro (MIV)

El proceso de maduracidon in vitro busca la maduracién exitosa de los ovocitos que,
representa la tercera fase de la ovogénesis donde ocurren eventos nucleares, meidticos y
citoplasmatico. En estos ultimos, incluyen cambios morfoldgicos de la membrana celular, siendo
todos ellos necesarios para que los ovocitos sean capaces de ser fecundados y, posteriormente
se desarrollen, proceso que es conocido como competencia (Shamsuddin et al. 1993) . En la
maduracién in vitro, el 80% de los ovocitos que se encontraban en la puncion folicular en estadio
vesicular, reinician el proceso de meiosis llegando al estadio de metafase Il y expulsando el
primer cuerpo polar entre las 16-24 horas en el medio de maduracidon (Figura 2). Luego, estos
ovocitos son fecundados y comienzan a dividirse las células. Sin embargo, alrededor del 25-40%
alcanza el estadio de blastocisto entre los 6-7 dias del cultivo (Mucci et al. 2006).

Las diferencias fueron significativas (P <0.05) entre los tratamientos (Cuadro 6), siendo
el tratamiento ITS el que presentd los mejores resultados superando al control en 8.99%.
Estudios realizados por Cérdova et al. (2009), reportaron menores tasas de maduracion in vitro
de 78.9% utilizando un medio de maduracién TCM suplementado con ITS. Estos resultados
difieren en un 11.6% por debajo, a los obtenidos en esta investigacion. Esto se puede atribuir a

que, en la investigacién realizada por Cérdova et al. (2009), se usé ITS en menor concentracion



25

y los ovocitos eran procedentes de terneras prepuberes, siendo este el periodo en el cual la
hembra crece y se acondiciona para entrar en etapa reproductiva. Por otro lado, Iskandar et al.
(2019) alcanzaron altos porcentajes de ovocitos maduros, utilizando ITS a diferentes
concentraciones (5 ng/mL, 10 ng/mL y 15 ng/mL), siendo la concentracion de 5 ng/mL la que
obtuvo el mayor porcentaje, alcanzando el 97.12%. Este alto porcentaje se puede atribuir a que
utilizaron un medio TCM suplementado con gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG),

gonadotropina coriénica humana (hCG), y gentamicina.

Figura 2

A) Ovocitos no madurados; B) Ovocitos madurados a las 24 horas

Cuadro 6

Porcentajes de ovocitos viables y maduros utilizando ITS en el medio de maduracion in vitro.

Tratamiento Ovocitos viables (%) Ovocitos madurados (%)
ITS 86.89 90.5
Control 89.02 81.51
cv 1.903 7.782
Probabilidad 0.3882 0.0184

Nota. ITS: Insulina-transferrina-selenio; CV: coeficiente de variabilidad. P <0.05 difieren estadisticamente entre si.

Porcentaje de Fertilizacidn in vitro (FIV)

Los ovocitos fertilizados, fueron los que el espermatozoide mediante las enzimas liticas

logré atravesar la zona pelucida del ovocito maduro, dando como resultado la formacién del
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cigoto. Se encontraron diferencias significativas (P <0.05) entre los tratamientos (Cuadro 7),
siendo el tratamiento ITS el que obtuvo el mayor porcentaje de ovocitos fertilizados, superando
al tratamiento control en 9.33% (Figura 3).

Resultados similares fueron encontrados por Jeong YWoo et al. (2008), quienes
reportaron tasas de fertilizacion de 84.4% utilizando un medio definido con 10 mg/L insulina,
5.5 mg/L transferrina y 5g/L selenio en el medio de maduracién con ovocitos porcinos. Por otro
lado, de acuerdo con Ocafia Quero et al. (1998) quienes utilizaron insulina bovina e insulina
humana en el medio de maduracidn, y obtuvieron porcentajes de fertilizacién de 60.3% y 57.4%
respectivamente, siendo superior al tratamiento sin insulina. Este bajo porcentaje de
fertilizacidn posiblemente se presentd porque se utilizaron foliculos de un tamafio menor (1 a

5mm), al utilizado en esta investigacion.

Cuadro 7
Porcentaje de ovocitos fertilizados, en clivaje y apoptosis, utilizando ITS en el medio de

maduracion in vitro.

Ovocitos
Tratamiento Ovocitos Fertilizados (%) Clivaje (%) Apopto;,z)al dia 3
ITS 85.8 84.89 15.11
Control 76.47 71.43 28.57
cv 7.552 10.692 22.858
Probabilidad 0.0449 0.0133

Nota. ITS: Insulina-transferrina-selenio; CV: coeficiente de variabilidad. P <0.05 difieren estadisticamente entre si.
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Figura3

A) Cigotos sin clasificar; B) ovocitos fecundados (Control). Nétese la linea de clivaje

#lnicio de la linea de clivaje

.
. e
! )

Figura 4
A) Cigotos sin clasificar; B) ovocitos fecundados (ITS). Nétese la presencia del segundo cuerpo

polar

Segundo cuerpo polar

Porcentaje de Clivaje y Apoptosis

Se denomina clivaje, cuando el ovocito fecundado (cigoto) sufre una serie de divisiones
mitdticas que dan la forma de numerosas células llamadas blastémeros (Figura 5 y 6). La
apoptosis se define como un mecanismo fisioldgico de muerte programada, que se caracteriza
por eventos morfoldgicos, bioquimicos y requieren de una regulaciéon coordinada de genes

especificos (Zamora S et al. 2005).
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Las diferencias fueron significativas (P <0.05) entre los tratamientos (Cuadro 7), siendo
el tratamiento control el que obtuvo menor porcentaje de clivaje, por consiguiente, el
tratamiento ITS obtuvo mayor porcentaje, superando en 13.46% al tratamiento control.
Resultados similares fueron reportados por Guimaraes et al. (2016), quienes reportaron 81.9%
de clivaje con la adicién de ITS en el medio de maduracion. A su vez, estos mismos autores
reportaron un porcentaje de clivaje de 85.9% utilizando ITS en el medio de maduracién y en el
cultivo in vitro. Por otro lado, resultados reportados por Quan YShi et al. (2007), con ITS al 1.0%
en el medio de maduracidn, alcanzaron 67.5% de clivaje. Pero, estos mismos autores reportaron
similares porcentajes de clivaje de un 82.1%, al utilizar el ITS al 0.5% en el medio de cultivo in

vitro.

Figura 5

Clivaje control a las 72 horas
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Figura 6

Clivaje ITS a las 72 horas

Porcentaje de Embriones, Mdrulas y Blastocistos

Las diferencias fueron significativas (P <0.05) en el porcentaje de embriones, mérulas y
blastocistos, entre los tratamientos (Cuadro 8), siendo el tratamiento ITS el que tuvo los mejores
resultados en porcentajes de embriones, superando en 18.63% al control. En Mérulas el
tratamiento control obtuvo mayor porcentaje, superando en 24.36% al tratamiento ITS, por lo
tanto, el mayor porcentaje de blastocistos lo obtuvo el tratamiento ITS, con una diferencia de
24.36% entre el tratamiento control. Los resultados de esta investigacién para ambos
tratamientos superan los rangos establecidos por Mucci et al. (2006) en la cual indica que entre
el 80% de los ovocitos fecundados, solo el 25-40% de ellos alcanzan el estadio de blastocisto o
blastocisto expandido. Asi mismo, los dos tratamientos superan los rangos ideales esperados de
30-40% de produccién de embriones, establecidos por Ahuja Aguirre et al. (2009).

Al dia 8 se evalud el porcentaje de embriones en estado de mérulas y blastocistos
producidos a partir de la maduracién in vitro (Figura 7), encontrandose diferencias significativas
(P £0.05; Cuadro 8). La calidad y el desarrollo del embridn es un aspecto clave y ejercen una gran
influencia sobre la tasa de prefiez mediante la transferencia de embriones. Segin lo mencionado

por Looney et al. (2006), la transferencia de una modrula temprana resulta en menores
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porcentajes de prefiez, que cuando se transfieren embriones con un estadio mas avanzado.
Ademads, otro estudio realizado por Hasler (2001), en el cual reportdé tasas de prefiez
estadisticamente significativas (P<0.05), obteniendo los mejores resultadas cuando se
implantaron los embriones de calidad 1, con porcentajes de 73.2%. A partir de esto, bajo las
condiciones de este estudio, al utilizar ITS en el medio de cultivo se logra una mejor calidad de
embriones por el nimero de blastocistos, esto se atribuye a lo mencionado por Wydooghe et
al. (2014) la suplementacion del medio de cultivo in vitro (IVC) con ITS demostré que mejora

significativamente la produccién de blastocistos y calidad de los embriones bovinos.

Cuadro 8

Porcentaje de embriones, mdrulas y blastocistos utilizando ITS en el medio de maduracion in

vitro.
Tratamiento Embriones (%) (%I;/Iorulas a’a)stoastos
ITS 60.17 12.68 87.32
Control 41.54 37.04 62.96
cv 16.689 40.303 19.331
Probabilidad 0.0156 0.0064

Nota. ITS: Insulina-transferrina-selenio; CV: coeficiente de variabilidad. P <0.05 difieren estadisticamente entre si.

Figura 7

Mocrulas y blastocistos a los 8-9 dias
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Eficiencia General

Las diferencias encontradas fueron significativas (P<0.05) siendo el tratamiento ITS el
que alcanzé los mejores porcentajes, superando al tratamiento control en 21.17%, 21.14%,
21.41% vy 18.63% para las relaciones embriones:ovocitos viables, embriones:ovocitos
madurados, embriones:ovocitos fecundados y embriones:clivaje respectivamente (Cuadro 9).
Segun lo mencionado por Kubisch et al. (2001), el pardmetro mas usado para determinar la
eficiencia de la produccién in vitro de embriones es la tasa alcanzada de blastocistos. Es por ello
por lo que, la eficiencia del medio de cultivo para la produccion in vitro de embriones bovinos
determinara la produccién de blastocistos y la competencia para el desarrollo de los embriones
(Kuran et al. 2002).

El adicionar insulina en el medio de MIV puede ser una de las causas de un rapido
incremento del nimero de células de la masa celular interna y el progreso en el desarrollo de
blastocistos en embriones (Harvey y Kaye 1990). Asimismo, Tatemoto et al. (2004) encontraron
que los antioxidantes, como el GSH, transferrina y selenio, mejoraron en gran medida la
maduracién de los ovocitos a través de la proteccién mitocondrial, disminuyendo la polispermia
y aumentando la formacion pronuclear. Estudios realizados por Hu et al. (2011), con el uso de
ovocitos recolectados de ovarios de cerdas, agregaron ITS al 1% al medio MIV suplementado
con hormonas, en la cual el grupo tratado con ITS en el medio MIV fue significativamente mayor,
superando en 24.2% al grupo de ovocitos tratados sin ITS. En otra investigacidn realizada por
Wydooghe et al. (2014), se evalué el efecto de ITS en el desarrollo y eclosién de ovocitos bovinos
en cultivo individual de SOFaa con BSA al 0.4%. Se determind, cudl de los componentes de ITS
es crucial para el desarrollo individual de embriones bovinos, reportando al dia 8 porcentajes de
blastocistos de 29.1%, superando al tratamiento sin ITS, y se demostré que la ausencia de
insulina y transferrina redujo significativamente el desarrollo del blastocisto y, por consiguiente,

su eficiencia en la produccién de embriones in vitro.
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En otra investigacidn realizada por Das et al. (2014), en la cual extrajeron los ovocitos
de cerdas prepuberes, los resultados mostraron que el ITS mejord significativamente la tasa de
formacién de blastocistos cuando se agregd ITS al 1% en el medio IVC, superando al tratamiento
sin ITS en 18.2%, y por lo tanto aumentd su eficiencia por el mayor porcentaje de blastocistos
producidos.

Lo anteriormente expuesto, demuestra que el adicionar ITS en el medio de maduracién,
logra una mayor eficiencia en los procesos de maduracion, fertilizacidn, clivaje y produccidn de
embriones. Ademas, se logré determinar que, la adicion de ITS en el medio de maduracion
aumenta la cantidad de blastocistos y por consiguiente su eficiencia en la produccion de

embriones.

Cuadro 9
Eficiencia del procedimiento de produccion de embriones in vitro, relacionando los embriones
producidos con los ovocitos viables, madurados, fertilizados y clivaje, con ITS y control en el

medio de maduracion.

Embriones/ Embriones/

. Embriones/ . . Embriones/
Tratamiento . . ovocitos ovocitos . .
ovocitos viables . ovocitos en clivaje
madurados fertilizados
ITS 39.66 43.83 51.08 60.17
Control 18.49 22.69 29.67 41.54
cv 29.742 26.319 22.690 16.689
Probabilidad <0.0001 0.0002 0.0013 0.0156

Nota. ITS: Insulina-transferrina-selenio; CV: coeficiente de variabilidad. P <0.05 difieren estadisticamente entre si.



33

Conclusiones

Bajo las condiciones de este estudio, con la adicidn de ITS en el medio de maduracién in
vitro, se obtuvieron los mejores resultados en porcentajes de maduracion, clivaje, embriones y
embriones en estadio de blastocisto.

El mayor porcentaje de eficiencia del procedimiento en la produccidon de embriones in
vitro, relacionando los embriones producidos con los ovocitos viables, madurados, fertilizados y

clivaje, se obtuvo con la adicion de ITS en el medio de maduracion in vitro.
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Recomendaciones

Bajo las condiciones de este estudio, se recomienda utilizar ITS en el medio de
maduracién in vitro.

Evaluar el uso de ITS suplementado con hormonas (Factor de crecimiento epidérmico,
factor de crecimiento insulinico-1, entre otras) en el medio de maduracion in vitro.

Realizar estudios evaluando distintas concentraciones de ITS en el medio de maduracién
in vitro.

Evaluar y comparar la adicién de ITS en el medio de maduracién, fertilizacion y cultivo

in vitro.
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Anexos

Anexo A

Instrumentos dentro de la cdmara de flujo laminar
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Anexo B

Preparacion de los ovarios




Anexo C

Aspiracion folicular
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Anexo D

Placa de busqueda de ovocitos viables
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Anexo E

Embriones protruidos




