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RESUMEN

El presente trabajo de investigacidon tuvo como objetivo evaluar dos protocolos de fertilizacion
in vitro en el clivaje de ovocitos obtenidos por OPU, los distintos protocolos fueron analizados
utilizando el método de Fiv corta y fiv larga, ademas se cuantificé el nimero de embriones
viables. El estudio se realizoé en el laboratorio de Biotecnologia Animal de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE ubicada en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, Parroquia Luz
de América; Se utilizaron 16 UBA especificamente ganado lechero para la recuperacién de
ovocitos. Los protocolos se dividieron en Fertilizacién corta sometiendo a una incubacion de 5
horas y, Fertilizacién larga sometidas a una incubacién de 18-20 horas; luego se realizd la
evaluacion del clivaje de los embriones. En el estudio se empled prueba de T-student,
determinando que existe diferencia entre ambos protocolos ya que presentaron cigotos viables
de estado 6 (blastocisto), calidad 1 (excelente) dando el 47% para Fiv Larga y el 40% para Fiv
corta, De acuerdo al analisis de costo beneficio de esta investigacidn se obtuvo un valor de 2,76
dolares para Fiv larga y 2,23 para Fiv corta Concluyendo que la utilizacion del protocolo de MIV
para la obtencidon de embriones viables evidencid que existe una diferencia significativa para

ambos tratamientos.

Palabras claves:

) CLIVAJE
° OPU
) RECUPERACION

o Miv
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ABSTRAC
The objective of this research work was to evaluate two in vitro fertilization protocols in the
cleavage of oocytes obtained by OPU, the different protocols were analyzed using the short and
long FIV method, and the number of viable embryos was quantified. The study was carried out
in the Animal Biotechnology laboratory of the University of the Armed Forces ESPE located in
the province of Santo Domingo de los Tsachilas, Parroquia Luz de América, 16 UBAs were used
specifically dairy cattle for the recovery of oocytes, which were divided according to the
protocols of Short Fertilization subjecting to an incubation of 5 hours and Long Fertilization
subject to an incubation of 18-20 hours and the evaluation of the cleavage of the embryos. In
the study, a student's T test was used, determining that there is a difference between both
protocols since they presented viable zygotes of stage 6 (blastocyst), quality 1 (excellent), giving
47% for Long IVF and 40% for short IVF. According to the cost-benefit analysis of this research, a
value of 2.76 dollars was obtained for long IVF and 2.23 for short IVF. Concluding that the use of
the IVM protocol to obtain viable embryos showed that there is a significant difference for both

treatments.

Key words:

. CLEAVAIE
. OoPU
. RECOVERY

. IVM
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La reproduccién natural constituye una de las funciones intimamente ligadas al
concepto del ser vivo; desde el punto de vista bioldgico, es necesario para perpetuar las especies
a través del tiempo, conservando caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los progenitores;
sin embargo la reproduccion asistida con ayuda de la biotecnologia ha generado nuevas
alternativas; una de ellas es la FIV (fecundacion in vitro) en la que se ha generado gran interés a
nivel mundial a fin de aplicarlos en sistemas de produccién para aumentar la productividad en la
empresa; contribuye a mejorar el manejo de la natalidad animal dentro del hato ganadero,
tanto en paises desarrollados como en los que estan en vias de desarrollo. Desde 1982, cuando
nacio el primer ternero como resultado de la fertilizacién in vitro (FIV), la biotecnologia ha
evolucionado y permitido la produccion masiva de embriones a un costo menor que el de los
métodos establecidos, obteniendo ternero con un peso promedio de 45 a 50 kg de nacimiento

(Salamone, 2017).

En el pais el desarrollo tecnolégico en reproduccién animal no ha tenido el impacto que
en otros paises, solo del 3 a 4% de los productores de bovinos aplican el conjunto de
biotecnoldgia reproductiva para el desarrollo de su hato. En Santo Domingo de los Tsachilas la
FIV es una técnica relativamente nueva; en 2017 se inaugurd la central genética de la Asociaciéon
de Ganaderos (Asogan) encargada de la transferencia de tecnologias en la zona (LA HORA,
2017), al llevar poco tiempo en funcionamiento es un proyecto reciente para la provincia, en la

gue dicha investigacion planea contribuir con el desarrollo y mejora de dicha tecnologia.
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La aplicacion de FIV en sistemas de produccidn presenta una probabilidad de prefiez
mayor que la inseminacion artificial y la super-ovulacién minimizando los fracasos en la
reproduccion dentro del hato, permitiendo acortar tiempos para la obtencion de nuevas crias,
de tal manera que aumenta el rendimiento y la optimizacién del uso de semen de alto valor
genético e incluso el aprovechamiento de hembras donantes que naturalmente no pueden
reproducirse alargando su tiempo de vida reproductiva, en general aumenta el nimero de crias
obtenidos en la ganaderia, utilizando las mejores caracteristicas de los progenitores para
garantizar una progenie elite con cualidades fenotipicas, genotipicas y libres de enfermedades
deseadas segun las necesidades de la empresa ganadera, dando valor agregado a las crias
obtenidas a través de esta técnica, generando mayores beneficios econédmicos al productor
(Castillo, 2004), en la que se pretende aumentar la eficiencia y eficacia de concepcion en la zona
de Santo domingo de los Tsachilas y generar confianza para incentivar la inversion de los

productores en la FIV, dentro de su hato ganadero.
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En la actualidad, el desconocimiento de las herramientas biotecnolégicas reproductivas,
han llevado a que los productores sufran un gran impacto a nivel econémico por fracasos en la
reproduccion, atribuidos a una ineficiencia en el manejo del hato, especialmente por la
proliferacién de enfermedades que disminuye el nimero de crias por afo, tanto que el
decrecimiento de progenitores elite afecta a su estirpe, distanciando la brecha generacional y
una progenie con caracteristicas fenotipicas y genotipicas indeseables; a esto el desperdicio de
tiempo para llegar a una nueva concepcién, asi como a un derroche de recurso naturales y no
naturales disminuyendo la eficacia y eficiencia de la empresa ganadera. Hoy en dia los
productores locales presentan cierta resistencia a la aplicacién de la FIV en su hato ganadero,
como mecanismo para el mejoramiento genético, por la inversidn que representa inicialmente y
gue no se cuantifica el aporte que presenta estas biotecnologias en el mejoramiento genético

bovino (Alejandra, 2018).

En esta investigacion se evalud dos protocolos de fecundacion in vitro (corta y larga) en
clivaje de ovocitos obtenidos por OPU, de igual manera se valoré la capacitacion de gametos
masculinos y femeninos en la aplicacién de los protocolos de FIV para la obtencién de
embriones de calidad; ademas se cuantifico el niUmero de embriones viables de acuerdo al
método de FIV corta y larga para determinar el procedimiento de mayor eficienciay, se realizd
un andlisis del costo/beneficio, para establecer el tratamiento con mejores resultados

econdmicos
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CAPITULO II.

REVISION DE LITERATURA

Procesos de maduracion de ovocitos

Cuando el foliculo primordial es liberado comienza el crecimiento junto al ovocito donde
las células internas del cimulo cooperan activamente para lograr el crecimiento de ovocitos ya
gue establecen contacto estrecho con la membrana celular de éste, durante la formacién dela
membrana externa del ovocito se forma la prolongacién celular del monticulo ovarico. La
maduracién del ovocito comprende de un periodo de crecimiento y un periodo final de

preparacion nuclear (Hafez, 2002).

Estructuralmente el ovocito maduro mide entre 110 — 115 micras y esta rodeado de una
membrana llamada oolema la cual contiene el citoplasma, donde se encuentra las organelas
citoplasmaticas y el nucleo; este conjunto que los rodea se denomina zona pellcida y tiene un
grosor de 15 - 20 micras, el conjunto ovocito y zona pelicida mide aproximadamente 150
micras, entre la oolema y la zona peltcida estd el espacio pre vitelino el que se encuentra en el

corpusculo polar, el cual indica que la maduracion nuclear finalizé (S.E.F., 2002).

Maduracion in vivo

La maduracidn de estos ovocitos es un fenédmeno complejo que progresa desde el
estadio de profase de la meiosis | hasta la meiosis Il denominandose maduracién nuclear,
cuando el ovocito completa la meiosis en respuesta al pico ovulatorio de LH o bien cuando es
retirado el foliculo, es necesario esperar un periodo de 24 horas para la maduracion nuclear y

maduracién citoplasmatica del ovocito en el que permanece hasta ser fertilizado (Vargar, 2018).
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Maduracioén in vitro
Este proceso de maduracidn nos brinda la posibilidad de incrementar el conocimiento

fisiolégico y biotecnoldgico, la que permite la obtencidn de crias hembras con alto valor genético

La maduracidn in vitro es una serie de procesos que consiste en cultivar y madurar los
ovocitos recolectados en estado de vesicula germinativa. (Mocha & Quezada, 2017) que la
maduracién tanto in vivo como in vitro, acontecen varios cambios bioquimicos y metabdlicos
gue permiten la reanudacion de la meiosis el cual ocurre luego de la descarga ovulatoria de LH, y
se caracteriza por la expansion de las células del cimulo, la eliminacidn del primer corpusculo

polar y progresidn de la meiosis a metafase Il.

Para llevar un buen control in vitro de ovocitos requiere el cumplimiento de los
siguientes pasos: la recoleccion de ovarios en el matadero, obtencion de ovocitos, seleccidn de

los ovocitos y maduracion in vitro de los ovocitos (GARDON, 1999).

Método de transporte de ovocito en el oviducto
El oviducto presenta el microambiente adecuado para la captura, transporte y
maduracién final de los ovocitos ovulados; para el transporte, almacenamiento y capacitacién

de los espermatozoides y para las primeras divisiones del embridn (Handle, 2002).

En el momento de la ovulacion el ovocito estd rodeado del cumulus oophorus y una
pequefia cantidad de fluido folicular viscoso, donde se ponen a disposicién de la ampolla
oviductal la cual transporta hacia la fecundacién, en la unién ampular istmica teniendo una

duracion de 24 a 30 minutos y posteriormente, los cigotos son transportados al utrero.



23

(Handle, 2002) menciona que para el transporte de ovocitos contribuye las ondas de
contraccion peristalticas en el miosalpinx, durante la fase de transporte se produce una
maduracién final del ovocito secundario el cual puede preverse algin cambio en su membrana.

La adhesion de glucoproteinas oviductales a la ZP es quizas uno de los cambios mds importantes.

Figura 1.

Esquema del movimiento del ovocito en el oviducto del aparato reproductor femenino.

Infundibula

n/::? \nm olla

Istmo namaspanmos

oocito

Litaro

Movimienios Movimbento Movimianto
antiperistalticos esparmatico ciliar T
Efecto de succidon del oviducto
sobre el oocilo por contracciones
de la pared

0

Movimiento rotatorio owvular
Nota: esquema del aparato reproductivo femenino y su funcién tomado de (Alvarez, Perez, &

Sanches, 2009)

Método de obtencién de ovocitos.

Los ovarios contienen gran numero de foliculos que se encuentran en diferentes estados
de crecimiento, de la cual el animal solo utiliza una pequefia parte en su vida reproductiva. El
objetivo de la recoleccién de ovocitos es recuperar y aprovechar los foliculos no ovulatorios, los
cuales se tornarian en foliculos atrésicos por lo cual la recoleccion se puede realizar en dos

formas (Ramirez & Jiménez, 2016):
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Recoleccion de ovarios en animales vivos

La recoleccidn de ovocitos proveniente de animales vivos, permiten incrementar el
numero de embriones potenciales y de terneros producidos por donadora/afio, ademas permite
la disminucién del intervalo generacional y establecer esquemas para incrementar la eficiencia
de produccion. La recuperacién de ovocitos in vivo para la produccion in vitro de embriones
puede ser aplicada en todas las edades desde terneras hasta vacas adultas, en vacas secas,
lactantes y aun prefiadas después de los tres o cuatro meses de gestacion sin interferir con el
estado fisioldgico de las donadoras y sin requerimiento de estimulacién hormonal (GARDON,

1999).

Técnica de aspiracién folicular.

En la actualidad la recuperacién de ovocitos de hembras vivas por puncién transvaginal
guiada ecograficamente es muy factible, esta técnica permite obtener ovocitos de terneras de
seis meses de edad y durante los tres meses de gestacién y a partir de las dos a tres semanas de
posparto. Ademas, la OPU-FIV permite obtener embriones de hembras con problemas de
infertilidad,; la viabilidad de estos ovocitos adquiridos por aspiracién es similar al obtenido por

lavado (Pelaez, 2011).
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Los pasos para la aspiracién folicular se pueden resumir de la siguiente manera:

° Precisa de tranquilizacion del animal; se llevara a cabo en

animales en pie en cualquier tipo de manga.

° Posteriormente se aplica anestesia via epidural para reducir los

movimientos internos y facilitar la manipulacién del ovario.

. Vaciamiento del recto, limpieza y desinfeccion de la vulva y area

perineal.

. Se introduce el transductor en la vagina convenientemente

lubricado y protegido por una cubierta sanitaria de latex.

. Los ovarios se implantan via rectal llevandolos hasta la pared
vaginal (formix), para realizar contacto con la linea de bioxia se punza con aguja
N° 18, de 2-3 mm.; Antes de iniciar la sesidon de puncién se drena una pequefia
cantidad de este medio, tras la aspiracién de tres a cuatro foliculos se realizard
un lavado del fluido en la aguja de aspiracidn y en el sistema de recoleccién con

medio de lavado, recogida y suero fetal bovino.

. El fluido obtenido en tubo recogido de 50 ml sera
inmediatamente filtrado por continuos lavados de PBS fresco y se separa en una
placa Petri para localizar y evaluar morfoldgicamente los complejos cimulus

ovocitos

Para realizar esta técnica es importante disponer de estos tres dispositivos; un equipo
de ultrasénico, una bomba de aspiracion y un sistema de guia de aguja conectado a un tubo

colector (Peldez, 2011).
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Clasificacion de ovocitos
La seleccidn de ovocitos se realiza en base a tres criterios: el didmetro del ovocitos, el
aspecto de su citoplasma y la caracteristica del cimulo que los rodea (Gonzaga., 2012). Ademas,

se podra clasificar en cinco categorias que son:

Figura 2.

Categoria de ovocito grado |.

Nota: Ovocitos con mas de tres capas de células de cimulo compactas con citoplasma

homogéneo uniformemente granulado tomado de (FAUBA, 2017).

Figura 3.

Categoria ovocito grado Il.

Nota: Ovocito con menos de tres capas de células del cimulo y citoplasma generalmente

homogéneo tomado de (FAUBA, 2017).
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Figura 4.

Categoria de ovocito grado Il

Nota: Ovocitos con una sola capa de células del cimulo y citoplasma de aspecto irregular con

area oscura. Tomado de (FAUBA, 2017)

Figura 5.

Categoria de ovocito grado IV

Nota: Ovocitos desnudos tomado de (FAUBA, 2017)

Maduracién de ovocitos

La maduracién in vitro de los ovocitos se da hasta alcanzar la metafase Il, esta
maduracién puede alcanzar entre 20 y 28 horas. En este intervalo el ovocito sufre una serie de
cambios como la desaparicidon de la membrana nuclear, la extrusion del primer corpusculo polar
y la llegada al estadio de metafase Il (GARDON, 1999). (FAUBA, 2017) menciona que se colocan
grupos de 20 a 22 ovocitos en gotas de 100ul de un medio de maduracion el cual permanece
durante un periodo de 21 a 22 horas en una incubadora con 6% de CO,y 100% de humedad a

399C (Recillas & Quintero, 2013).
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Procesos de fecundacion

Es vital importancia tener protocolos y metodologias para este sistema de fecundacion
in vitro, una vez obtenido el ovocito viable esta fase de fecundacion cuenta con dos pasos:
seleccionar los espermatozoides mas viables eliminando los muertos y de baja viabilidad ya que
durante su capacitacion sufren series de fendmenos que lo conduce a la hiperactivacion y
reaccidn acrosémica proceso vital para la entrada espermatica a la zona peldcida y
posteriormente la fertilizacion, por ello se ha utilizado los métodos de tratamiento espermatico

como swim up y swim down (Recillas & Quintero, 2013).

Una alternativa es la separacion swim up permite recuperar los espermatozoides con
mejor motilidad y la posterior incubacidn de estos con heparina y la otra es la separacién
espermatica es el gradiente de percoll que es equivalente a un swim Down, el cual recupera del
fondo del tubo los espermatozoides mas motiles (Cabezas, Universidad Nacional Agraria La

Molina, 2017).
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Figura 6.

Protocolos para capacitacion para semen bovino.

Gradientes de percoll

Semen —
b ¥

a. Semen adicionado sobre la a.Semen adicionado por
columna de gradientes de percoll en sotoposicion a 1ml de medio de
tubos capacitacion en tubos

b. Posicion de los b. Posicién de los espermatozoides
espermatozoides motiles, luego de motiles, luego de la incubacidon por 1 hora
centrifugacion por 10min. de estufa.

Nota: esta figura muestra los métodos a seguir para la capacitacidon del semen bovino tomado

de (Cabezas, 2017).

Clivaje de ovocitos.

El desarrollo celular se puede evaluar a las 48 horas post-fertilizacién para determinar el
numero de évulos fertilizados ya que se pueden clasificar de acuerdo a la presencia de
fragmentacidn, blastémeros y velocidad de clivaje observado con microscopio invertido o con
lupa estereoscdpica, los embriones de mayor calidad son aquellas que tengan mayores
blastdmeros al dia 2, posteriostemnte puede aplicarse la evaluacién al dia 5 que se esperara

encontrar estado de morula y asi poder considerar el estadio del embridn (Villamil, 2013).



Clasificacion ovocitaria
Segun el estado de desarrollo del cigoto se clasifica de acuerdo a la siguiente tabla:

(Janke, 2015):

Tabla 1.

Estado de Desarrollo embrionario
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Ne Estado

1 No fecundado

2 2 a12 Células

3 Moérula temprana

4 Mérula

5 Blastocisto temprano

6 Blastocisto

7 Blastocisto expandido

8 Blastocisto eclosionado

9 Blastocisto eclosionado expandido

Nota: Nota: esta tabla muestra los cddigos de estado para el clivaje de embriones.



Calidad embrionaria

31

Para la clasificacion de embriones se clasifica de acuerdo a la siguiente tabla por (Janke,

2015):

Tabla 2.

Calidad de los embriones segun su morfologia.

Cadigo Calidad

Cadigo 1 Excelente o Bueno
Codigo 2 Regular

Cadigo 3 Malo

Caodigo 4 Muerto o Degenerado

Nota: esta tabla muestra los codigos de calidad para el clivaje de embriones.

Factores que afectan al ovocito.

Existen varios factores que influyen tanto en la cantidad como en la calidad, esto se

puede estimar inmediatamente por la competencia de los ovocitos, pero existen caracteristicas

gue solo se pueden apreciar en la fertilizacién in vitro (Ulloa., 2017).
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Edad del animal

Al obtener ovocitos de animales muy jovenes o muy viejos no todos se comportan de la
misma manera al momento de la maduracién in vitro, ya que ovocitos obtenidos de terneras
requieren una mayor atencién en cuanto a sustratos empleados para su maduracion, los
ovocitos recolectados de hembras pre-puberes resultan ser menos competentes que su
contraparte adulta ya que la tasa de viabilidad de los ovocitos son bajas comparadas a las de
mayor edad, esto se nota ya que los ovocitos son mas pequenos en diametro, y prestan baja

tasa metabdlica (HILARIO, 2018).

Asi mismo la edad adulta a partir de los 13 aios esta relacionada con el descenso de la
fertilidad, esto disminuye la tasa de fertilizacion y clivaje el cual estd relacionado con los
cambios endocrinos y foliculares ya que se reclutan foliculos menores a4 - 5 mm por onda
folicular y el nimero aproximado de foliculos pre-antrales para una vaquilla es de 109,000 y

para una vaca es de 89,000 disminuyendo con el paso de los afios (HILARIO, 2018).

Categorias de los animales
Existe una variabilidad notoria el cual se da en vacas de carne y leche, esto influye en la
recuperacion de los ovocitos, la raza Bos Indicus genera un nimero mayor de ondas foliculares

dando una mejor poblacidn folicular que la raza Bos Taurus (Moro, 2014).

(RODERO, 2016) manifiesta que vacas de alta calidad genética producen ovocitos de

mds baja calidad que las vacas con menor calidad genética.
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Ciclo estral

Estudios han demostrado que la fase del ciclo estral tiene gran influencia en el
desarrollo y la produccién in vitro de embriones, con donadoras que se encuentren en los 14 -
16 dias cuando los ovarios se encuentra en la fase lGtea se obtienen ovocitos de muy buena

calidad (HILARIO, 2018).

Tamaiio de ovarios.

HILARIO, (2018) que el tamafio y el peso de los ovarios esta estrechamente relacionado
a la edad y nimero de ovocitos, en vacas adultas tiene un 60% de ovarios pequefios, 80% de
foliculos y ovocitos menos saludables y 45% menos de foliculos y ovarios saludables por gramo

de ovario.

Condicidén nutricional y medioambiental
Un exceso o deficiencia de nutrientes, el mal suministro de materia seca, la alimentacién
adecuada en el periodo de transicidn se ve afectado directamente a los ovocitos (HILARIO,

2018).

El desarrollo de los ovocitos son sensibles a la temperatura, ademas el estrés caldrico
tiene una influencia directa en el performance productivo y reproductiva de los bovinos, se ha
determinado que en el trépico la calidad de los ovocitos disminuye en vacas de origen europeo

comparadas con los de origen indico (RODERO, 2016).



CAPITULO 1lI

METODOS Y MATERIALES

Ubicacion del area de investigacion.

Ubicacion politica.

. Pais: Ecuador
° Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
. Cantén:Santo Domingo de los Colorados

Ubicacion ecoldgica.

o Altitud 625 msnm

o Temperatura 24-27 °C

° Precipitacion 2800 mm/afio
. Humedad relativa 85 %

. Eliofania: 680 h/luz/afio

Ubicacion geografica.

El presente proyecto se desarrollé en las instalaciones de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, Hacienda Zoila Luz en el km 24 via Quevedo en la provincia de Santo Domingo

de los Tsachilas. Laboratorio de Biotecnologia Animal.

Coordenadas X: 688149 UTM

Coordenadas Y: 9954652 UTM
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Figura 7.

Ubicacidn geogrdfica del proyecto de investigacion
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Materiales.

Bioldgico.
. Ovocitos
° Espermatozoide

Medios de cultivo.

o Medio de maduracién TCM
) Medio de fertilizacidn,

o Medio de desarrollo.

. Suero PBS

° Antibidticos (penicilina y estreptomicina)
. Piruvato de sodio

. Cisteamina

. FSH

. Percol

° Agua destilada

. Roscovatina

] TALP-Hepes



Equipos.
o Balanza analitica
o Incubadora
° Lupa (10-20X a 40-50X)
° Centrifuga
. Camara de Neubauer o Thoma y cubreobjetos
. Freezer
. Heladera
. Microscopio déptico
. Estufaa38°C
. Micro pipetas (al menos tres medidas, 20, 200 y 1000 (1)
. pH metro o indicador de pH
° Platina térmica con extensién a lupa
o Bafio Maria de Stover
Métodos

Para el presente proyecto se utilizé 16 UBA del area de ganaderia de la Universidad de
las Fuerzas Armadas “ESPE” de diferentes razas especificamente ganado lechero con buenos
méritos genéticos, para la extraccion de ovocitos se trabajo con tres cesiones por animal, es
decir 4 donantes por dia durante 4 dias, donde el nUmero de ovocitos se distribuyd

equitativamente a FIV larga y a FIV corta.
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Preparacion de medios
Para las formulas de los medios se obtuvo de (FAUBA, 2017)
Tabla 3.

Medios de maduracion in Vitro
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Medio de cultivo Cantidad Unidad de Medida
TCM 0,19 gr
SFB 1 ml
Piruvato de sodiolnM 10 ul
FSH 2 ul
Antibidtico antimicético 100 ul
Volumen total 20 ml

Nota: esta tabla muestra la cantidad y pesos a utilizar para el medio de cultivo.
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Tabla 4.

Medio de Cultivo de Embriones SOF (fluido del sistema oviductal)

Medio de cultivo de embriones SOF Cantidad Unidad
Volumen total 50 ml
NaCl 314,65 mg
KCl 26,7 mg
CaCL2H,0 12,39 mg
KH2PO4 8,1 mg
MgS04 7H,0 9,1 mg
Na HCOs 105,48 mg
Rojo fenol 50 ul
Na piruvato 18,15 mg
Na Lactato 72 ul
BDS — FAF 400 mg
BME 100 ul
MEM 50 ul
Na trici 5 mg
Mio Inositol 25 mg
SFB 2,5 %v/v

ATB/ATM 500 ul
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Medio de cultivo de embriones SOF Cantidad Unidad
Hzo 55 mil
pH 72-74

Nota: esta tabla muestra la cantidad de productos para los medios a utilizar, el medio SOF se

pasa por filtro de 0,22micras y se conserva en nevera hasta 30 dias.
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Tabla 5.

Medio TALP-Hepes (holding)

Medio TALP-Hepes Cantidad Unidad
H.O 445 ml
NaCL 3,331 gr
KCL 0,1195 gr
CaClL; 2H,0 0,147 gr
MgCl, 6H,0 0,051 gr
ATB/ATM 5 ml
Rojo fenol 0,5 ml
Na Lactato 0,72 ml
Na piruvato 0,5 ml
NaHCOs3 0,084 gr
Hepes 1,19 gr
BSA 1,5 gr
Osmolaridad 275 +/-10mOsm/kg

pH 7,2-7,4

Nota: esta tabla muestra la cantidad y peso de cada producto a utilizar para los medios de

cultivo de FIV



Tabla 6.

Medio de Cultivo para FIV corta y larga.
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Solucién A Solucién B BO
NaCl 0,4309gr  NaHCOs 0,1940 gr Sol. A 11,4 ml
KCl 0,0197gr Rojofenol 3 ul Sol. B 3,6 ml
CaClL; 2H,O0 0,0217 gr Piruvato Na 0,00206 gr
NaH,0 0,0084 gr Penicilina/estreptomicina 0,3 ml

MgCl, 6H,0 0,0069 gr
Rojofenol 10 ul

Volumen total 50ml

Volumen total 15 ml

Volumen total 15 ml

Nota: esta tabla muestra detalladamente la cantidad de productos y sus pesos para los medios a

utilizar

Tabla 7.

SDS (diluyente de semen) y SWS (solucion para lavado de semen)

Medio SDS Cantidad Medio SWS Cantidad

Sol. BO 5 ml Sol BO 10 ml

BSA 100 mg Cafeina 40 mg
Heparina 10 ul

Nota: esta tabla muestra la cantidad de productos para los medios a utilizar, estas soluciones

solo se pueden conservar hasta 15 dias.
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Manejo de reproductoras

Se procedid a seleccionar 16 reproductoras con alto valor genético, para la puncion
folicular se las prepard con dos meses de anticipacion, se aplicé Doramectina para controlar
pardsitos internos y externos, ademas sal mineral, balanceado y minerales inyectables

(20ml/3dias) con la finalidad de estimular y aumentar el desarrollo folicular.

Cada donante, al cuarto dia de la aplicacién de minerales inyectables se aplico el
dispositivo intravaginal el cual contiene 1.39 gr de progesterona, benzoato de estradiol 1,5mly

prostaglandina F2 alfa 2 ml.

Obtencion de ovocitos

Previo a la puncion folicular (OPU), el drea de trabajo debe estar limpio para poder
ingresar a las reproductoras; una vez en la manga o jaula se limpia la zona pélvica; se procede a
evacuar las fecas para volver a lavar y desinfectar la vulva y region perianal, para inyectar

lidocaina via epidural (Gomez, 2006).

Se calibra el equipo OPU y se protege con una cubierta latex; la aspiracion folicular se
efectud utilizando la técnica recto vaginal, el cual se maneja con la mano derecha lasonday la
mano izquierda la sujecion del ovario; visualizando en el ecégrafo el ovario se posiciona el ovario
delante de la sonda y se realiza la puncién de todos los foliculos entre los seis milimetros con
una presion de 75 — 80 mm Hg con aguja (20g 0°9 x 70mm) conectado por medio de la via
guiado al tubo falcon de 50 ml con 15 ml de PBS + heparina (suero fetal bovino) a temperatura

de 37,7 a 37,8°C (Gomez, 2006).
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Una vez obtenido el liquido folicular y terminada la aspiracion folicular transvaginal el
tubo falcén se guarda en la bomba de vacio el cual mantiene la temperatura a 37,8°C para luego
realizar el filtrado del residuo de sangre con suero fetal bobino en un filtro de OPU, una vez

eliminado se procede a pasar a la placa Petri de busqueda temprana (Gémez, 2006).

Busqueda y seleccién de ovocitos

El sedimento producto del lavado de los cuernos uterinos se deposita en cajas Petri
cuadriculada de busqueda temprana con 2ml de medio TALP-H a 37,8 °C en planta térmica; se
deja sedimentar durante dos minutos, con ayuda del estereoscopio se buscé cuadrante por
cuadrante seleccionando Unicamente los ovocitos de grado uno y dos ya que estos presentan
mayor compactibilidad de las células del cimulo para luego pasar al sistema de produccién in
vitro de embriones el cual se divide en tres procesos: Maduracién de ovocitos, Fecundacion de

ovocitos y Cultivo de embriones (RODERO, 2016).

Maduracidn in vitro de ovocitos
Los ovocitos recolectados son colocados en una caja Petri cuadriculada con 3 ml de
TALP-H para someter al primer proceso de lavado y asi eliminar el fluido folicular (Gonzaga.,

2012).

El medio de maduracién se coloca en una caja Petri de 30 mm con cuatro micro gotas de
100 ul, luego se recube completamente con aceite mineral para evitar la friccidn y reduccion de
pérdida del medio de maduracidn; cada placa se lleva a aclimatacidn en la incubadora de CO;
por 20 minutos antes de la distribucién de los ovocitos en cada gota. La capacidad de cada micro
gota es de 15 a 25 ovocitos y luego llevados a incubacién durante 18 a 20 horas a 37 °C; 94%

humedad y 6% CO, (FAUBA, 2017).
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Métodos de separacion de espermatozoides matiles

Una vez pasadas las horas de la maduraciéon y previa a la fecundacidn se prepara las
diluciones para las gradientes de lavado espermatico o gradientes de percoll a 30-60-90% y en
tubos effendor la preparacion de 3.5 ml de SDS/SWS y colocar en la incubadora de CO; por 20

minutos (FAUBA, 2017).

Luego se prepara las gradientes de percoll en un tubo falcén de 15ml con 400 ul de cada
una de las soluciones; se coloca en orden por sotoposicion 90-60-30% con mucho cuidado

(RODERO, 2016).

Proceso de fecundacion in vitro

Este proceso se realizé mediante la descongelacién de cada dosis de semen en bafo
maria a 372C durante 30 segundos, luego se efectta un corte en la punta de la pajilla con angulo
de 45 grados y descargando el semen en la superficie del tubo que contienen las gradientes de

percoll y se lleva a centrifuga durante 10 minutos por 800g (Peldez, 2011).

Transcurrido el tiempo, se tomé 250 pl del pellet del fondo, el cual contiene los
espermatozoides vivos y colocarlos en el tubo falcdn contenido por SDS/SWS en partes iguales y
llevarlos a centrifuga por 10 minutos a 400g, a continuacién, se ajusta la concentracion de
espermatozoides a 1 millon/ml, utilizando la cdmara de neubauer para recuento de células,
colocando 10ul de esta dilucidn de semen en 990 ul de agua destilada, luego de homogenizar se
toma esta dilucidn y se coloca en la cdmara y con el microscopio se contabilizan las células
espermaticas; en caso que se pase esta concentracion se debe diluir con solucion SWS/SDS

calibrados (Recillas & Quintero, 2013).
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Posteriormente se hacen gotas de 100ul y se cubren con aceite mineral. A continuacién,
los ovocitos se lavan en TALP-H para eliminar el suero que viene del medio de maduracion y se
separan en grupos de 20 a 25 ovocitos por gota. Estas gametas se co-incuban a su vez de 18 a 20

horas (FAUBA, 2017).

FIV corta sin separacion espermatica

Este proceso se realiza con la descongelacidon de la dosis de semen del mismo método
de FIV, el contenido se descarga en tubos de 15 ml con 5 ml de solucién para lavado de semen,
suplementado con heparina 2 ug/ml; se centrifuga por 10 min a 500 g, se desecha el sobrante y
se repite dos veces, el pellet obtenido se re suspende en SWS y en dilucién de semen en
cantidades iguales, la concentracion final se ajusta a 16 millones/ml adicionando SWS/SDS, con
una dilucidn final de 100ul y se cubre en aceite mineral previamente calibrado en incubadora
gaseosa. En seguida los ovocitos se lavan en TALP-H para eliminar el suero que viene del medio
de maduracidn y se separan en grupos de 20 a 25 en las gotas. Estas gametas se co-incuban en

el medio definido como Brackett o BO en incubadora gaseosa durante 5 horas (FAUBA, 2017).

Enjuague de los ovocitos

Una vez terminado la fase de fecundacién, son sometidos al desnudado o eliminacién
del Cimulos, se coloca en tubo de 1,5 ml con 100ul de solucién de Hialuronidasa 1 mg/ml en
TALP-H, se los centrifuga en el vortex por un minuto y posteriormente se procede a verter el
contenido en una placa Petri de 35mm. Los ovocitos desnudos colectados son pasados a una

nueva placa destinadas al cultivo in vitro (FAUBA, 2017).
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Cultivo in vitro

Al termino de las horas de fecundacién larga y corta y el lavado de los ovocitos son
pasados a cajas petris con gotas de 80 ul con medio SOF y totalmente cubiertas de aceite
mineral, en cada gota se agregd de 20 a 25 embrioncitos y colocados a incubadora de CO;

durante 7 dias (FAUBA, 2017).

Anadlisis estadistico
Para el andlisis estadistico a evaluar en ambos protocolos (FIV corta y FIV larga), se
considera el método de t-student al 5%, pues existen dos Unicas variables a medir y, los

resultados se presentan en graficos.

Media

Desviacién estandar

Yi=1(x — x)?

n—1

Estadistico de prueba

Determinacién econémica
La comparacion de costos en los métodos aplicados para aspiracién folicular, se

determind con la metodologia de relacidon Costo-Beneficio.

Formula: DE= Beneficio — Costo
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Variables de estudio.

Numero de ovocitos recolectados.

Se contabilizé los nimeros de ovocitos obtenidos mediante OPU en animales in vivo

Numero de ovocitos aptos para la incubacion.
Se establecid la calidad de los ovocitos aptos para la incubacidn mediante la observacion
bajo microscopio, clasificandolos por grados, tanto la primera como la segunda, segun la

cantidad y calidad de capaz de células de la granulosa

Porcentaje de maduracion in vitro.
Se contabilizé el porcentaje de maduracién in vitro de los ovocitos, cuyo objetivo es el

de obtener los mejores resultados en la fecundacion

Porcentaje de fertilizacidn in vitro.
Se calculd el porcentaje de fertilizacidn in vitro de los ovocitos, con el fin de obtener la

mayor cantidad de embriones.

Porcentaje de embriones viables.
Se calculd el porcentaje de embriones in vitro con el fin de obtener una correcta

transferencia de los mismos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Numero de ovocitos recuperados

Tabla 8.

Numero de ovocitos recuperados posterior a los protocolos de superovulacion.

Buenos Intermedios Malos
(A) (B) (C)
FIV corta No. COCs 47 61 84
% 24,5 31,8 43,8
FIV larga No. COCs 53 63 82
% 26,8 31,8 41,4
Total No. COCs 100 124 166
% 25,6 31,8 42,6

Nota: Nota: esta tabla muestra el nimero y porcentaje de ovocitos recuperados en los dos

protocolos de OPU

En la recuperacién ovocitaria segun la tabla 8, la prueba de t student determina que
existe diferencia significativa entre los protocolos, en el cual el nUmero de ovocitos recuperados
en FIV larga son 198 consiguiendo el 26,8 % de calidad buena, 31,8% de calidad intermedia y el
41,4% de mala calidad, mientras que en la FIV corta son 24,50% de buena calidad, 31,8% de

calidad intermedia y 43,8% de mala calidad.



Maduracion de los ovocitos

Tabla 9.

Numero de ovocitos maduros para los protocolos de FIV.
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Maduracion Inmaduros Total
FIV corta No. COCs 43 4 47
% 91,5 8,5 100
FIV larga No. COCs 51 2 53
% 96,2 3,8 100
Total No. COCs 94 6 100
% 94 6 100

Nota: esta tabla muestra el nimero y porcentaje de ovocitos maduros en los dos protocolos de

MIV.

Observando la tabla 9. Segun el p-valor con un nivel de significancia del 5% obtenida en

la prueba de T, se considera la hipdtesis alternativa en el que uno de los tratamientos influye en

el periodo de maduracion. En el protocolo de FIV larga 53 ovocitos fueron evaluados en fase de

maduracién, de los cuales el 96,2% corresponde al porcentaje de células maduras con una

perdida por degeneracion de 3,8% mientras que el protocolo de FIV corta, la tasa de

maduracién es inferior respecto al FIVI debido a que de los 47 ovocitos sometidos, el 91,5%

llegaron a una expansion adecuada de células (células maduras), con pérdida de gametos del

8,5% , independientemente a los protocolos el porcentaje global de maduracién fue de 94% de

COCs maduros y 6% de COCs perdidos.



Fecundacion de los ovocitos

Tabla 10.

Numero de ovocitos fecundados
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Fecundados No Total
fecundados

FIV corta No. COCs 30 13 43

% 68,97 31,05 100
FIV larga No. COCs 47 4 51

% 92,08 7,92 100
Total No. COCs 77 17 94

% 81,91 18,09 100

Nota: esta tabla muestra el nimero y porcentaje de ovocitos fecundados en los dos protocolos

de FIV corta y larga.

Tabla 10. Segun el p -valor obtenido por la prueba de T, se admite la hipdtesis

alternativa, que al menos uno de los tratamientos incide en el protocolo de fecundacién in vitro,

de tal manera que la FIV larga presenta una mayor capacidad de COCs fecundados con 92,08% ,

a diferencia de la FIV corta con 68,97%; dando un global de 81,94% de COCs fecundados y

18,09% de no fecundados.
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Numero de embriones viables

Tabla 11.

Numero de embriones viables obtenido en los protocolos de FIV.

Cigoto Perdida Total
FIV corta No. COCs 25 5 30
% 83,33 16,67 100
FIV larga No. COCs 35 12 47
% 74,47 25,53 100
Total No. COCs 77,9 22,1 100
% 81,91 18,09 100

Nota: esta tabla muestra el numero y porcentaje de embriones viables obtenidos en los dos

protocolos de FIV corta y larga.

En la tabla 11. Se puede observar que el p-valor demuestra que hay diferencia
significativa por lo que se acepta la hipétesis alternativa que al menos uno de los tratamientos
incide en el protocolo de fecundacion in vitro ya que existe un 83,33% de cigotos viables con
pérdidas de 16,67% para la FIV corta, mientras que para FIV larga |a tasa de embriones viables es
de 74,47% con una pérdida de 25,53% , independientemente a los protocolos, que el porcentaje

global de embriones viables fue de 77,9% de cigotos viables con una pérdida del 22,1%.



Calidad de los ovocitos

Tabla 12.

Calidad de los ovocitos en los protocolos.
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Cadigo de calidad y estado FIV FIV Total
corto largo

C.de estado 2 2 2 4

C. de calidad 2 6,7 4,3 5,2

C.de estado 2 17 6 7

C. de calidad 4 3,3 12,8 9,1

C.de estado 4 2 4 6

C. de calidad 3 6,7 85 7,8

C.de estado 4 10 6 16

C. de calidad 1 33,3 12,8 20,8

C.de estado 5 3 12 15

C. de calidad 1 10 25,5 19,5

C. de estado 6 12 17 29

C.de calidad 1 40 36,2 37,7

Total 30 47 77

% 100 100 100

Nota: esta tabla muestra la calidad y estado que se encuentra el resultado del clivaje de los

embriones de FIV corta y larga.
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Tabla 12. Se observa diferencia en los cigotos viables de acuerdo a la clasificacion de
calidad y grado, donde se obtuvo cigotos de grado 4 calidad 1 con un porcentaje de 33,3% para
FIV cortay 12,8% para FIV larga, y cigotos viables de estado 6, calidad 1 para FIV corta con 40% y
para FIV larga con 47%, es decir que los cigotos llegaron a estado de blastocisto. Ademas, se

encontraron cigotos de calidad 4 que no progresaron en la divisién.



Andlisis econémico de los protocolos de FIV

Tabla 13.

Andlisis econdmico de los métodos de Fertilizacion In Vitro
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Descripcion Cantidad  V/U Total FIV corta Total FIV larga
16 vacas Minerales inyectables 2 20 40 40
lecheras .

Sales minerales 3 22 66 66

Lidocaina 2 7 14 14

Balanceado 20 23 460 460

Dosis de semen 5 8 40 40

OPU materiales 2 75 150 150

Equipo OPU 1 166,5 166,50 166,50

0

Medios de produccién (MIV, 3 300 900 900

FIV, CIV)

Utilizacidn de laboratorio 1 100 100 100

Percol 1 60 60
Total egreso 1936,50 1996,50

Embriones producidos FIV 25 250 6250

corta

Embriones producidos FIV 30 250 7500

larga
Total ingreso 4313,50 5503,50
Utilidad neta 2377 3507
Costo/Beneficio 2,23 2,76
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Nota: esta tabla muestra el costo beneficio que presenta la produccion de embriones tanto FIV

largay corta.

En la tabla 13, podemos observar el andlisis econdmico de los dos métodos de FIV,
donde se evidencia que la diferencia de egresos es de 60 ddlares, demostrando que el ingreso
neto para FIV corta es de $2377 y para FIV larga es $3507; esta diferencia se genera por los
embriones obtenidos después del protocolo de cada FIV; ademads los equipos de laboratorio
tienen una depreciacion de cinco afios, resultando un costo beneficio para FIV corta de $2,23 y

para FIV larga 2,76.
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CAPITULOV

DISCUSIONES

La recuperacion ovocitaria posterior al protocolo de stper ovulacidn para los
tratamientos de FIV, la media aritmética fue de 24 ovocitos obtenidos por OPU con estimulacion
ovarica. Segun Gonzalez,( 2013) los resultados obtenidos de OPU/FIV en el periodo de tres afios,
los animales con estimulacién ovarica asi mismo no estimulados presentaron un rango de 21 -
36 COCs, sin embargo la cantidad recolectada entre tratamientos fue diferente ya que en el
presente estudio, las donantes de FIV larga se encontraban en rejo, mientras las donantes de FIV
corta fueron sometidas a la cantidad de radiacién solar que recibieron; esto altera de manera
positiva o negativa a la reproduccidn, siendo éste un factor de estrés interviniendo en la
duracidon y expresion del esto, desarrollando embriones tempranos, relaciones hormonales y
crecimiento fetal. Estos resultados coinciden con aquellos mencionados por Torres, (1975),
donde el desarrollo embrionario es altamente sensible a altas temperaturas, entre los primeros
tres a 11 dias después del servicio, ademas altera el desarrollo y dominancia folicular durante los

primeros ocho dias del ciclo estral repercutiendo en la cantidad y calidad ovocitaria.
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En cuanto a la maduracidn ovocitaria ocurrida en un periodo de 18 a 22 horas sometidas
al medio de maduracidn para los dos protocolos, tanto para FIV corta con 91,50% como en FIV
larga con 96,20% es mayor a lo mencionado por Andrew Watson,( 2000) que los COCs
inmaduros permanecen en profase meiotica | en el interior de los foliculos ovaricos, pero
cuando son removidos de estos y cultivados in vitro, retoman el proceso de meiosis y
aproximadamente el 90% de ellos alcanzan la etapa de metafase Il, sin embargo embrago entre
los protocolos presentaron diferencia significativa atribuidos a factores externos como el estrés
calérico o incluso el diametro de aguja e interaccién de la bomba de vacio que causa una
reduccion de la calidad ovocitaria principalmente a la pérdida del cumulus oophorus
repercutiendo a la cantidad de ovocitos maduros, segun lo descrito por (Nunes & Graves, 2002)
gue algunos factores secretados por las células del cumulus tales como glicosaminoglicanos y

hormonas esteroideas, intervienen en la maduracion citoplasmatica.
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Respecto a la tasa de fertilizacidn, fueron diferentes para FIV corta con 68,78% siendo
mayor a la FIV larga con 92,08%; comparado con los resultados obtenidos por (Fernandez, 2007)
con un 73,3% sin embargo en este estudio también realizan la comparacion de oocitos seguin su
morfologia, dividiendo los oocitos en cuatro grupos segun la presencia de células del cumulus
oophorus donde los oocitos rodeados con seis cepas presentd una tasa de fertilizacién de
81,9%. En cuanto a la FIV corta y la reduccidn en la fertilizacion frente a la FIV larga, se atribuye
al periodo de fecundacidn en las que fueron sometidos; donde menciona (Lange, 2008) que una
exposicién de gametos en periodo reducido disminuye la tasa de fertilizaciéon y no mejora la
calidad del embridn en comparacién con un procedimiento de inseminacion estandar de 18
horas, ademas es importante utilizar la cantidad dptima al momento de la incubaciéon como lo
menciona (Li, 2015) donde algunos metabolitos que son producidos por los espermatozoides y
las células del cumulo, causan estrés oxidativo que se asocia a la peroxidacién de

macromoléculas como los lipidos y las proteinas de membrana, asi como daiio en el ADN

El clivaje estd en funcién a la propia morfologia del oocito siendo uno de los factores
determinantes para la calidad de los cigotos viables los cuales son provenientes del protocolo de
FIV corta con 15,63% mientras para la FIV larga con 17.67% , segln lo mencionado por (Krisher,
2004), los ovocitos deben presentar un citoplasma homogéneo con granulaciones finas 'y

completamente envueltos por varias capas de células de cumulus dispuesto en forma compacta.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
Los elevados resultados de los indices de maduracién y fertilizacidn in vitro tanto larga y
corta, demuestran que los protocolos y condiciones del cultivo en la presente investigacion, son
aptos para las necesidades y procesos fisioldgicos que deben cumplir para un correcto

desarrollo embrionario.

En cuanto a la capacitacién de gametos tanto femeninos como masculinos desde el
periodo de maduracion y fertilizacion, existe diferencias significativas entre los protocolos, es
decir la FIV larga obtuvo la tasa de fecundacién estadisticamente superior frente al FIV corta, lo
gue significa que la diferencia de tiempo en los periodos de capacitacion, repercute en la calidad

y cantidad de los cigotos viables.

La utilizacion del protocolo de MIV para la obtencion de embriones viables evidencié
gue existe una diferencia significativa para ambos tratamientos, influyendo en el beneficio
econdmico de los protocolos, demostrando la efectividad de la aplicacién de la FIV larga con un

costo beneficio de 0.53 ctvs de cada délar en comparacién con la FIV corta.
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RECOMENDACIONES
Para obtener una buena respuesta en la cantidad y calidad ovocitaria es recomendable
mantener un manejo adecuado de las donantes, siendo prudente someterlas a un buen manejo

por lo menos dos meses antes de la OPU.

El manejo adecuado de los equipos utilizados en el proceso de OPU, es importante
principalmente en la estandarizacién de la bomba de vacio, cuya presidn de mercurio debe ser
regulada de acuerdo a la altitud de la operacién de la OPU a igual que el didmetro de la aguja de

puncién.

La preparacién de los medios de cultivo es un factor importante en todas las fases de la
fertilizacion in vitro FIV, influye desde la higiene hasta el peso minucioso de las sales. A esto se

agrega el mantenimiento de las normas de bioseguridad en el laboratorio en forma permanente.
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