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Produccién in vitro de
embriones (PIV)

1

Alternativa para obtener
embriones a bajo coste

Maduracioén in vitro
(MIV)

Fertilizacion in vitro (FIV)

Cultivo in vitro (CIV)

Y
Etapas de la PVI

La calidad del ovocito es el factor principal que
determina el rendimiento del blastocisto

Aspecto del citoplasma, tamafno del ovocito y

Donantes vivas

Introduccion

Recuperacion de ovocitos

Donantes
sacrificadas

Aspiracion de los foliculos de los
ovarios o a través de cortes en la
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superficie del ovario

Fuente mas econdmica

Seleccidén de ovocitos

Factores que se‘ consideran

células del camulus que lo envuelven

La MIV es uno de los principales
pasos determinantes en la
produccion in vitro

Temperatura de transporte, tiempo
de maduracion y hormonas pueden
repercutir la posibilidad de
maduracion de los ovocitos (Covelo
et al., 2021)
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General

Recuperar ovocitos a partir de Foliculos de Graff de 0,6-20 mm de didmetro para la produccion de ovocitos in
vitro.

Especificos

T(:g Seleccionar los ovocitos de foliculos de Graff que muestren un diametro entre 0,6 — 20 mm.

g

o Evaluar la maduracion de los ovocitos sin antioxidantes y con la adicion de acido ascorbico
G55 como antioxidante.

8 Determinar el medio de maduracion que brinda mayor eficiencia
)



Metodologia

Diseino experimental

Factores y niveles de experimentacion

Factores Simbologia Niveles
Medios de maduracion a0 TCM 199 1X
(A) al MEM 10X
Concentracion de b0 Control
acido ascorbico (B) bl 5mM
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Tipo de disefo

Tratamientos a comparar

ANOVA DBCA con arreglo factorial AxB

4 repeticiones para cada tratamiento= 16 UE

N° Interacciones Unidades experimentales
T1 a0b0 TCM 199 1x + Control
T2 a0bl TCM 199 1X + 5 mM
T3 alb0 MEM 10X + Control

T4 albl MEM 10 X+ 5mM

Prueba de significancia de Tukey (p<0,05)
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Traslado de ovarios hasta el

: Aspiracion de ovocitos
laboratorio

: ez | Solucién de dulbecoy de  Medicién del tamafio Con una micropipeta
e transporte temperada de los foliculos calibrada en 25 pL

Solucion de transporte a 36 °C ?tvi

.~

Jeringa de 10 mL y aguja COC I
hipodérmica 18G ®

Lavado de ovarios
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Evaluacion de ovocitos

Maduracion de ovocitos

Medios de maduracién Adicion de los medios,

TCM 199y MEM ovocitos y acido

preparados 2 h antes ascorbico en la placa
‘ - .

TCM 199 1X + 5 mM A.AMEM 10 X+ 5mM A.A

Incubar por 24 h,
36°C, 5 CO2%
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Variables de estudio
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Ovocitos de grado |

Multiples capas de
células del cimulus
(madsde 4)y
compactas, con
citoplasma homogéneo

Ovocitos de grado |l Ovocitos de grado Il Ovocitos viables
Poseen menos de 3 Poseen un cumulus Ovocitos de grado | y
capas de cumulus y un denudado con un ll. Son optimos para
citoplasma homogéneo citoplasma irregular y realizar las siguientes

con areas oscuras vacuolado etapas de la PIV

Nota: Se presenta el criterio de clasificacion de los ovocitos madurados. A: Ovocito de
Grado I; B: Ovocitos de grado Il y C: Ovocitos de grado lll. Fuente: Elaboracién propia
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1231 y 12 Se utilizaron 252 ovarios de vacas

faenadas y se recuperaron 512 ovocitos
o4 viables de los cuales, se obtuvo una
& maduracion del 84.57%.

70
651 - o

55 La tasa de recuperacion de ovocitos por

e ovario fue de 2.03 fue baja en

3% ” 2 comparacion a otros reportes de 10.0
s . (Quispe E et al., 2018) y 15-20

S 0" ” i K D” (Dominguez Vidal et al., 2020)

TCM 199 1X:Control MEM 10X:Control TCM 199 1X:5mM MEM 10 X:Sm
Medio de Maduracion*Acido Ascorbico

|:| Ovocitos viables D Categoria | D Categoria |l |:| Categoria lll

45 45

Factores como el numero de aguja de
puncion, la frecuencia con que se aspiray
el tamafo de los foliculos aspirados
también pueden influir en el nUmero de
ovocitos recolectados (Quispe E et al.,
2018).




Resultados y discusion

Factor A: Medios de Maduracion

Factor A (Medios Ovocitos Categorial Categoria  Categoria lll

de Maduracién) madurados viables I

HESPE sorciose
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Medeiros y col. (2009) obtuvieron
una mayor tasa de maduracion
(81,9%) utilizando el medio TCM
ya que tiene una mayor riqueza de
nutrientes, siendo mejor para la
maduracion.

El medio TCM 199 da como
resultado una mayor division celular,
por tanto, permite obtener un mejor
desarrollo embrionario a diferencia

de otros medios (Gandhi et al.,
2000).

TCM 199 1x 28.75" 16.134 12.34 2.5%
MEM 10 X 19.138 7.63 11.5% 2.375%
50 A: Ovocitos Viables . 30+ B: Ovocitos-Categorial .
o I f 20¢ :
= 30 r ) = [ |
= [ 19,13 = i
g : 1 g 15
2 W - 3 ' 7,63
i —= 10+ -
10} ] ' A1
L 1 E 5: =
0 ol e
MEM 10X TCM 199 1X
Medio de Maduracion MEM 10X TCM 199 1X

Medio de Maduractn
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Factor B:Concentracion de acido ascorbico

Factor B (Concentracion Ovocitos madurados Categorial Categoriall Categoria

de Acido Ascoérbico) viables totales I
Control 23.00% 11.25% 11.75% 2.25%
5mM 24.88* 12.50% 12.38% 2.63%
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La adicion de vitamina C al medio de
maduracion de ovocitos no genero ningun
efecto sobre la maduraciéon de los ovocitos

bovinos, (Kere et. al.,2013)

La variabilidad de los resultados viene dada por la especie
animal, el tiempo de exposicion y las concentraciones
empleadas (Garcia Diaz et al., 2013).

Interaccion AXB

Miclea y Zahan (2021) mostré que el acido
ascorbico mejora las tasas de maduracion in
vitro de ovocitos porcinos.

Interaccion A*B Ovocitos madurados Categoria Categoria Categoria E| efecto beneficioso de la adicion

viables totales I 1
TCM 199 1X+ Control 27.50% 16.00% 11.50%
TCM 199 1X + 5mM A.A 16.25%  13.75"
MEM 10X + Control 18.50" 6.50* 12.00%
MEM 10X + 5mM A.A 19.75% 8.75% 11.00%

de vitamina C podria atribuirse a
27.50% una mejora de las condiciones de
30.00° cultivo y la maduracion

citoplasmatica de los ovocitos (Al-
18.50% shimaa et. al., 2017

19.75%
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La adicion de una concentracion baja de acido ascorbico durante la maduracion
in vitro de ovocitos bovinos no mejord la maduracion ni su desarrollo.

El uso del medio TCM 199 1X permitié obtener una mayor cantidad de ovocitos
madurados viables.

El uso del medio TCM 199 con 5 mM Acido ascorbico mejoré minimamente la
maduracion de ovocitos bovinos.
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Determinar la influencia del &cido ascorbico en las siguientes etapas de la
produccion in vitro de embriones.

Evaluar el efecto del acido ascorbico en relacidn con otras sustancias
antioxidantes.

Se recomienda evaluar la MIV utilizando acido ascorbico con una mayor
amplitud de concentraciones
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