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Resumen

Los procesos de produccion in vitro de blastocistos en la reproduccién animal a nivel mundial
ha sido una de las técnicas biotecnolégicas mas sobresalientes en cuanto a mejoramiento
genético y la precision selectiva de rasgos cuantitativos y cualitativos de bovinos. Una de las
principales causas de dafio celular y déficit en la tasa de cultivo embrionario in vitro de bovinos
es el estrés oxidativo por el cual pasan las células germinales y blastocistos durante el proceso
de produccién embrionario enfrentandose a factores de cambios drasticos que generan impacto
directo en los mecanismos de sefializacion celular, generando ROS (especies reactivas de
oxigeno) y dafio celular. La aplicacion de antioxidantes demuestra la donacion de electrones a
oxidantes influyendo en la eliminacién de reactividad y manteniendo el equilibrio prooxidante /
antioxidante protegiendo la célula del dafio oxidativo. Como objetivo de esta investigacion fue la
produccion in vitro de embriones con influencia de antioxidantes Resveratrol y a-Tocoferol para
alcanzar un 45% de blastocistos viables. Para la maduracion de cigotos y cultivo de
blastocistos se emplearon tratamientos de a-Tocoferol en concentraciones de 100uM y 200uM,
y Resveratrol a concentraciones 0.5uM y 10uM para evaluar la adecuada aplicacién de los
mismo con mayor produccion de blastocistos viables. Se aplico un Analisis ANOVA anidado
con subgrupo ANOVA de una sola via lo que reflejo una diferencia significativa de (P <0.0241),
para influencia de antioxidante siendo a-Tocoferol un mayor incidencia en la produccion de
blastocistos con un 34.92% frente a Resveratrol 29.90%, respecto al subgrupo concentraciones
se obtuvo significancia como tal del (P <0.000000398), siendo la concentracién de 100uM de a-
Tocoferol con mejor influencia el en el desarrollo de blastocitos a partir del cultivo de cigotos
madurados con dicha concentracion alcanzando un 47.36% de viabilidad. Demostrando que la
adicion de antioxidantes en la produccion in vitro de embriones mejora la capacidad de
obtencién de blastocistos viables.

Palabras claves: Blastocistos, cigotos, biotecnologia, reproduccion animal,

mejoramiento genético, antioxidantes, Resveratrol, a-Tocoferol.
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Abstract

In vitro production processes of blastocysts in animal reproduction worldwide have been one of
the most outstanding biotechnological techniques in terms of genetic improvement and the
selective precision of quantitative and qualitative traits of bovines. One of the main causes of
cell damage and deficit in the in vitro embryo culture rate of bovines is the oxidative stress
through which germ cells and blastocysts go through during the embryo production process,
facing factors of drastic changes that generate a direct impact on cell signaling mechanisms,
generating ROS (reactive oxygen species) and cell damage. The application of antioxidants
demonstrates the donation of electrons to oxidants, influencing the elimination of reactivity and
maintaining the pro-oxidant/antioxidant balance, protecting the cell from oxidative damage. The
objective of this research was the in vitro production of embryos with the influence of
antioxidants Resveratrol and a-Tocopherol to reach 45% viable blastocysts. For the maturation
of zygotes and culture of blastocysts, a-Tocopherol treatments were used at concentrations of
100 uM and 200 pM, and as for Resveratrol, treatments at 0.5 uM and 10 uM concentrations
were used to evaluate the adequate application of the same with greater production of viable
blastocysts. A nested ANOVA Analysis with a one-way ANOVA subgroup was applied, which
reflected a significant difference of (P <0.0241), for the influence of antioxidants, with a-
Tocopherol having a higher incidence in the production of blastocysts with 34.92% compared to
Resveratrol 29.90. %, with respect to the subgroup concentrations, significance was obtained as
such (P <0.000000398), with the concentration of 100 uM of a-Tocopherol having the best
influence on the development of blastocysts from the culture of matured zygotes with said
concentration reaching 47.36 % viability. Demonstrating that the addition of antioxidants in the

in vitro production of embryos improves the ability to obtain viable blastocysts.

Keywords: Blastocysts, zygotes, biotechnology, animal reproduction, genetic

improvement, antioxidants, Resveratrol, a-Tocopherol.
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Capitulo |

Introduccién

Formulacion del problema

Una de las herramientas biotecnoldgica que ha causado mucho impacto en cuanto a
mejoramiento genético en bovinos es la produccion in vitro de embriones ya que disminuye el
tiempo generacional entre animales, ademas que acelera la produccién de animales de alto
valor genético, previo a una aspiracion folicular in vivo, la eliminacién prematura de hembras
genéticamente favorables que tengan alguna alteracién adquirida (enfermedad o patologia que
no se transmite a su descendencia) y que ademas reprime la facilidad de una reproduccién
natural (Gonella et al., 2013)(Looney et al., 1994). Las investigaciones mas frecuentes que se
suele hacer mediante la reproduccion in vitro de embriones es para profundizar conocimientos
sobre los mecanismos bioquimicos, procesos genéticos y todos los procesos involucrados
dentro de produccién como tal segun (Leidenfrost et al., 2011). Alrededor del mundo se
produce un aproximado de unos 1.5 millones embriones con un aumento del 7.0% a
comparacion del afio 2019 y estos datos recopilados del afio 2020 segun la Sociedad

Internacional de Tecnologia Embrionaria (IETS) (International Embryo Technology Society’s & Joao,

2021) siendo Brasil el pais pionero en cuanto a PIV a nivel mundial (Block et al., 2011).

El proceso de produccion in vitro de embriones conlleva cuatro etapas: la recoleccion
de ovocitos, luego estos ovocitos pasan a un proceso de maduracion in vitro (MIV), para luego
ser fertilizados in vitro (FIV), y por ultimo proceso el cultivo de embriones in vitro (CIV) que
conlleva un lapso de 6 a 7 dias de cultivo(Garcia Jorge et al., 2017). La situacion actual del
Ecuador requiere de dichas aplicaciones para un mejoramiento en la productividad pecuaria, el

objetivo principal es la prefiez rapida y eficiente en las vacas después de un parto, sin
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embargo, dicho ciclo disminuye, y consecuente a ello la rentabilidad del sector agricola
ganadero, es por ello por lo que la PIV se constituye en una gran alternativa de solucion para

este problema de produccion ganadera (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2019).

La PIV es un proceso de manejo delicado donde los gametos estan constantemente en
manipulacién, durante las etapas de (MIV), (FIV) y (CIV), este ambiente in vitro provoca estrés
oxidativo en los embriones con una mayor concentracion de oxigeno entre (20%) en contra de
un ambiente in vivo de 3 al 5%, la frecuente exposicion a la luz, los componentes del medio de
cultivo, variaciones en el pH, procesos de centrifugacién y manipulacion directa, conlleva a una
alteracion en la funcionalidad de biomoléculas como acidos nucleicos, proteinas, lipidos

(Guzman et al., 2016) (Rodriguez et al., 2018).

Los embriones, al estar frente a un estrés oxidativo, generado por la presencia de
radicales libres en exceso y la disminucién del glutation (GSH) estos factores impiden que los
embriones lleguen a un estadio de blastocisto, promoviendo, y el aumento de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Un radical libre se lo define como una molécula con un nimero
impar de electrones de valencia o a su vez que no esta pareado. Al presentarse de manera
sobresaliente tienden a ser dafiinos provocando fisiopatologias (Covarrubias et al., 2008). En
cuanto a las ROS se originan por la reduccion de oxigeno al poseer un radical libre dentro de la

cadena de electrones mitocondriales cuando ocurre la respiracion celular (ZHONG & ZHOU,

2013).

Justificacion

Los sistemas de defensas otorgados por antioxidantes enzimaticos, llamense
catalasas, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y reductasa; asi como también los

antioxidantes no enzimaticos entre ellos la vitamina C, tocoferol o vitamina E, vitamina A,
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piruvato, resveratrol, glutation, son los que confrontan y bloguean a los radicales libres y sus
derivados, en este caso los ROS (Sikka, 2004).. Cuando existe el desequilibrio entre
antioxidantes y ROS las condiciones fisiolégicas son adversas para el caso de PIV, ya que su
desequilibrio conlleva desnaturalizar moléculas de lipidos, carbohidratos, aminoacidos, acidos
nucleicos proporcionando una disminucién en la viabilidad, dafios en cuanto a expresion
genética, sintesis de proteinas, y todo proceso molecular de importancia para gametos y

embriones (Gupta et al., 2010) (Zullo et al., 2016).

Dentro de la PIV se sabe que la adicidn de resveratrol como suplemento en medios de
cultivo origina una mejora en la estructura del ovocito aumentando la GSH sin ver efectos
intracelulares de ROS (Wang et al., 2018) (Piras et al., 2020). Otros compuestos que generan
una mejora en los ovocitos utilizados para PIV son los antioxidantes entre ellos el a-tocoferol
gue al estar presente dentro de la dieta del animal o al ser consumido por el mismo hay una
remocion directa de ROS y brindan proteccion antes las reacciones destructivas de las ROS. El
a-tocoferol como antioxidante se encuentra de manera natural como vitamina E que predomina
en células animales y al entrar en contacto con la membrana celular se adhiere creando una
oxidacion al entrar en contacto con los radicales libres proveyendo proteccién celular ante un
proceso de manipulacion como la PIV. El presente estudio tiene la finalidad utilizar el
resveratrol y tocoferol como antioxidantes para alcanzar un porcentaje mayor al 45% de

blastocistos.
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Objetivos del proyecto

Objetivo General

Determinar la influencia del resveratrol y tocoferol (vitamina E) en la produccion de

embriones in vitro para lograr el 45% de blastocitos viables.

Objetivos Especificos

o Evaluar los cigotos in vitro a partir del cultivo con resveratrol, tocoferol (vitamina E), e
incubados con 5% de CO2.

¢ Remover las células del Cumulus oophorus de los cigotos y pasar a solucién de
maduracién con resveratrol y tocoferol (vitamina E) para incubar en camara de CO2 al
5%.

o Distribuir los cigotos seleccionados en solucion de maduracién con resveratrol, tocoferol

(vitamina E) para incubar en camara de CO2 al 5%.
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Capitulo 1l

Marco Teérico

Aparato reproductor femenino bovino

El aparato reproductor de una hembra es de gran importancia porque al interior ocurre
trascendentales procesos para el desarrollo embrionario y una vez que finaliza la etapa de
crecimiento embrionario se da lugar al parto, dando la bienvenida a un nuevo ser (Toribio,

2013).

Por ello es importante conocer cada uno de los 6rganos que implica la creacién de este
ser. El aparato reproductor bovino esta formado por los siguientes 6rganos: internos, externos y

anexos

e Organos externos: Vulva, triangulo ventral de la vulva, clitoris, glandula de Bartolini,
orificio urinario, cuerpo de la vagina, flor radiada

e Organos internos: Cérvix o también llamado cuello uterina, anillos cervicales, cuerpo
del Gtero, bifurcacién, cuerno uterino derecho e izquierdo, carinculas endometriales,
estan también los oviductos derecho e izquierdo como los ovarios derecho e izquierdo.

e Organos anexos: Vejiga que se liga al aparato reproductor y esta entrelazada
directamente con la apertura uretral en el cimiento de la vagina. Por otro lado estan los
ligamentos anchos uterinos y por ultimo el recto que se encuentra en la parte superior

del aparato reproductor.

Ovarios

Cada hembra bovina tiene normalmente dos ovarios lo cuales son generadores de

ovocitos y hormonas sexuales, también llamados como érganos gameto hormonales.
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Principalmente su mejor estado tanto morfolégico como fisioldgico depende de la edad del
animal, su estilo de vida o salud fisica, y los partos que haya tenido, y todo esto cambia

también dependiendo de la colocacion del utero.

Su morfologia es oval, relacionandose tamafio y forma respecto a la edad y
dependiendo del ciclo estral, su tamafio también varia si es una ternera que tienden a ser
mucho mas pequefios que en una vaca adulta (3-4 cm longitud, 2.5 cm ancho, 1.5-2 cm
espesor) su peso varia entre los 6.15-20g y por lo general el ovario suele ser mas grande que

el izquierdo ya que existe una actividad fisiol6gica mas fuerte o intensa (Hafez & Hafez, 2002).

Este 6rgano lo constituye una médula, corteza, rodeada por un epitelio superficial
también conocido como epitelio germinal en donde presenta una serie de foliculos vistos como
vesiculas, estos foliculos ovaricos estan lleno de un liquido amarillo transparente y pueden
medir hasta 2cm, estan los crepusculos solidos que tienden a ser amarillos y pueden sobresalir
como boton con un diametro de 1-2 cm llamados cuerpos amarillos o lo que resta de ellos; la
médula se compone por tejido conectivo fibroelastico irregular con sistemas vasculares y
nerviosos que llegan al ovario por medio del hilio. Las arterias llegan a el de manera espiral
definidas y su flujo de sangre arterial tiene cambios de manera proporcional dependiendo del
cuerpo lateo o amarillo, la progesterona aumenta o disminuye con respecto a este mismo flujo
sanguineo arterial y como se dijo anteriormente esto varia dependiendo del ciclo estral (Toribio,

2013).

Trompas de Falopio

También conocidas como oviducto o trompas uterinas, son flexibles se sitian en los
ligamentos suspensorios del oviducto mososalpinx y que continua hacia el ligamento amplio del

Utero, que al ser acompafado con el mesovario y el mesosalpinx componen la bolsa ovérica.



21

Dichas trompas uterinas son conectoras directas entre el Utero y los ovarios. Su estructura se
comprende como un tubo delgado de 20-35cm de largo y 2-4mm de ancho ondulante; puede
ser divididas en cuatro segmentaciones: fimbrias que estan en forma de olan, el infundibulo la
cual es la abertura abdominal que tiene forma de un embudo aproximada al ovario, una
ampolla que suele tener un estado de dilatacién y se encuentra de manera mas distal es
bastante blanda y tiene un didmetro de 4-5mm considerada la de més importancia ya que aqui
ocurre el anfimix conocido también como fecundacién, y por ultimo el istmo que viene a ser un

parte proximal angosta del oviducto que se conecta a la luz uterina (Castafieda Martinez &

Martinez, 2009).

Utero

También llamado como matriz, este 6rgano se constituye con dos cuernos que son, un
cuerno y cuello o cérvix. El Utero se encuentra bipartido, su epitelio presenta varias carinculas
y cada lado uterino se unen a la pared pélvica y abdominal por un ligamento ancho. Una de sus
principales funciones conjunto con los liquidos endometriales dentro del proceso reproductivo
es el transporte de espermatozoides desde que se da la eyaculacién de ellos hasta el momento
en que ocurre la fecundacion, ademas regula las funciones que desempenfa el cuerpo amarillo

y es la incubadora natural del embridn desde su estado de implantacion hasta el parto.

Sus cuernos uterinos se bifurcan por ligamentos transversales con diametros distintos
dependiendo de la edad y nimero de partos, en vacas adultas suelen tener un didmetro de 2-3

dedos anular con caracteristica asimétrica, su longitud esta entre los 35-45cm.

El cuerpo uterino es definido como una cavidad la que tiene entre 2-5 cm de largo
representa una pequefia parte de la cavidad uterina incluido en la formacién del feto ya que

este se da en el cuerno uterino
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El cérvix en cambio viene a ser la parte mas importante del aparato genital tiene
similitud con un esfinter que sirve para separar anatomia y fisiologia del Utero con respecto a la
vagina. Estructuralmente tiene paredes gruesas y rigidas, es cilindrico y se sitta en el suelo de

la cavidad pélvica, en vacas adultas esta con un largo de 10-15cm y un groso de 3-5cm.

Vagina

Organo musculoso y membranoso llamado también cupula situado de manera
horizontal en la cavidad de la pelvis entre la vejiga y el recto detras del cuello uterino. Las
paredes de la vagina crean el cierre de la cavidad vaginal y ésta solo se abre en el momento de
la penetracion del aire, en un examen vaginal y en penetracién por el miembro reproductor

masculino.

Consta de un epitelio superficial, es serosa y posee una capa muscular. En razas de
carne o vacas longevas esta de manera alargada, sus medidas oscilan entre los 15-30cm en
etapa gestante, su union a la pelvis es gracias a un tejido conectivo rico en grasa y el peritoneo.
El Gnico animal que presenta un esfinter posterior muscular anterior, luego del esfinter posterior

el cual si esta presente en todos los animales mamiferos domésticos (Hernandez et al., 2008).

Su fisiologia se caracteriza por las secreciones vaginales como respuesta psicosexual,
tiene también respuesta inmunoldgica ya que al poseer unas células plasméticas que se
localizan en el epitelio tienden a activar inmunoglobulinas A y G capaces de prevenir

infecciones bacterianas y producir anticuerpos contra espermatozoides (B. Hafez & Hafez, 2002).

El liquido vaginal, junto con otras secreciones, en cambio cumple la funcion de
presentar peculiares olores perceptibles ante otros animales donde se puede identificar si un

animal esta en el estro o diestro. La flora microbiana vaginal presenta microorganismos
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aerobios como anaerobios facultativos y obligados, estas distintas cepas pueden ir cambiando

a lo largo de vida del animal.

Otra de las funciones de la vagina, al ser un érgano copulativo se encarga por medio de
macromoléculas del moco cervical de transportar a los espermatozoides hacia que se pueda
dar la fecundacion, pero también participa la interaccién del moco cervical, secrecion vaginal y
plasma seminal para proteger los espermios y generar un pH acogedor para su sobrevivencia

en el interior de la vagina.

También cumple la funcién de ser conducto excretor para secreciones del endometrio,
oviducto y el principal cuello uterino, siendo es el principal canal de parto. Todo esto es posible

a varias caracteristicas como de contraccién, involucién secrecion, expansion y absorcion.

Genitales externos

Aqui se encuentra los labios mayores, menores, vestibulo, clitoris y glandulas

vestibulares

e Vestibulo. — Es la marcacién entre el himen y el orificio uretral, se extiende hacia el
interior aproximadamente 10cm y llega a dicho orificio por medio de la abertura de la
superficie ventral.

o Labios mayores y labios menores. — Los labios mayores poseen mayoritariamente de
glandulas sebaceas y tubulares, su tejido es eldstico y tiene una ligera capa de musculo
liso, su apariencia externa es la misma que la piel exterior del animal; mientras que, lo
labios menores, poseen un tejido conectivo esponjoso.

o Clitoris. — Esta escondido por la comisura del vestibulo, su origen es el mismo que el de
un toro si se habla embriolégicamente, el tejido de esta parte es eréctil y su cubierta es

por un epitelio escamoso estratificado, al ser un clitoris como mucho otros no se
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escapan de tener numerosas terminaciones nerviosas las cuales poseen una

prominente sensoria ante el estimulo.

Fisiologia de lareproduccién bovina

Foliculogénesis

Es un proceso que controla e implica proliferacion y la diferenciaciéon de células de granulosa,
el cual esta coordinado por factores como la FSH, LH, gonadotropinas que son indispensables
para el desarrollo de foliculos, considerados como unidad fundamental del ovario ya que
contiene los ovocitos lo cuales al pasar procesos dindmicos puede desarrollarse una posible
fecundacién y posteriormente desarrollarse un embrién. Los foliculos se forman desde que un
feto esta en pleno desarrollo, pero a estos se lo denomina foliculos primordiales, dichos
foliculos empiezan a tomar crecimiento meses después del nacimiento de animal bovino,
muchos de ellos 0 muy bien cumplen su ciclo de madurar y ovular como también pueden

perderse y ser reabsorbidos.
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Figura 1

Ciclo estral de la vaca

Estro [ Metaestro Diestro ' Proestro | Estro

B & odoorer 9696

A AN ]A\/\ ] [ T

12-18 horas | 4-5 dias | 12-14 dias | 3-4 dias

Progesterona e Ovulacion

— | H ‘

S Estrogenos Cuerpo hemorragico

— ESH

—
PGF2a Cuerpo liteo maduro

‘ Ovario Cuerpo luteo en proceso de apoptosis
°% Foliculos reclutados Cuerpo albicans

Foliculo atrésico ‘ Foliculo ovulatorio

Nota. Ciclo estral de la vaca, entre dos estros presentados a los 21 dias con sus respectivos

cambios ovaricos y hormonales en distintas etapas. Fuente: Manual de inseminacion artificial

en bovinos (2009).

La secrecion de estrégenos que hay durante el periodo de estro se debe al foliculo de
mayor tamafio y esta secrecion decrece de manera veloz al momento en que entra la presencia

inmediata de la hormona luteinizante (Castafieda Martinez & Martinez, 2009).



Tabla 1

Morfologia caracteristica del ovario con sus respectivas caracteristicas fisioldgicas.

Componentes

Caracteristicas morfoldgicas/ fisioldgicas

Células de la teca

Pared folicular

Células de la
granulosa

Coronaradiada

Foliculo
primordial

Foliculo
secundario

Foliculo vesicular

Liquido folicular
del antro

Liquido folicular
entre células de
granulosa

Segrega andrégenos al subir niveles de LH. Con la presencia
de la ovulacion se transforman a células luteicas de la teca.
Se forma por células de granulosa y de la teca las cuales las
divide una lamina, sus principales cambios ocurren cuando la
glandula endocrina y exocrina libera la organogénesis.
Vienen a ser células de soporte que participan en el desarrollo
del gameto femenino, se origina a partir de las células
celémicas.

También llamado ovigero donde se encuentra el ovocito previo
a la ovulacion.

Son foliculos con ovocitos centrales que tienen una capa de
células de cumulus. Se encuentra en fase profase meiotica
estacionaria hasta que retomen la maduracién (B. Hafez &
Hafez, 2002).

Participa en la produccion de células granulosas, como en el
crecimiento folicular, ademas da formacién a la zona pellcida,
y una diferenciacion de la teca

Incrementa las células de la granulosa por mitosis y luego
estas mismas células se convierten en cuboides

Es el foliculo maduro, pronto a romperse, encierra licor
folicular y ademas tiene una capa fibrosa, su ovulo ya se ve
envuelto por células foliculares, es conocido como foliculo de
Graff.

Posee inhibina que bloquea la maduracién del ovocito y e
impide que exista relacién con la LH

Rico en esteroides sexuales, proteinas plasméaticas entre
otros.

Liquido viscoso, rico en acido hialuronico. Concentraciones
altas en temporada de ovulacion (B. Hafez & Hafez, 2002).
Foliculos envejecidos presentan este liquido.

Nota. Fuente (B. Hafez & Hafez, 2002).
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Crecimiento folicular. En el momento que nace una vaca, sus ovocitos estan en fase
G2 de profase de primera division meidtica es por eso que se da el reinicio y finalizacion de la

meiosis hasta la futura maduracién en la que sea posible la fecundacion (Castafieda Martinez &
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Martinez, 2009). Esto se da a medida que por medio del crecimiento folicular en donde

intervienen cambios nucleares y cambios citoplasméaticos (Castafieda Martinez & Martinez, 2009).

La maduracion folicular esta intervenida por sucesos subcelulares y moleculares como
antes se menciono, hay ciertas hipotesis e interrogantes donde se surge la combinacién de que
sefales endocrinas junto con las metabdlicas expresan el desarrollo y crecimiento folicular que
influyen de manera directa e indirecta en el desarrollo del ovocito, es por ello que se analiza
gue, hormona versus factor de crecimiento en el liquido folicular como también de las
actividades correlacionada con granulosa-ovocito. Un ejemplo claro es la ingesta de energia
dentro de la regulacion del desarrollo del foliculo puede influir directamente al desarrollo
morfoldgico del ovocito. Entre el consumo energético que tiene el animal, los 4cidos grasos
tienden a jugar un papel importante ya que forman parte de la estructura de la membrana
celular, por ello influyen en el proceso reproductivo ya sea por balance energético como por

todas las acciones e interacciones que conlleva la reproduccioén.

A nivel nuclear se dan los primeros cambios, tales como la ruptura de la vesicula
germinal, el bloqueo de la metafase de la segunda divisién meiotica Mll, la progresion a
metafase MI, la condensacion cromosémica y la extraccién del primer corpusculo polar. La LH
ocasiona el reinicio de la meiosis. Cuando el citoplasma madura, sus organelos se reorganizan,
dando lugar a la sintesis de proteinas que a su vez aumenta la actividad de quinasas,
permitiendo la fosforilacion y desfosforilacion de proteinas claves que activan a las moléculas

reguladoras de la actividad nuclear y a las moléculas ovo plasmaticas.
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Figura 2

Esquema de la dinamica folicular del periodo perteneciente al ciclo estral bovino.
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Nota. Fuente: (Hernandez et al., 2008)

Reclutamiento folicular. Esto ocurre en proceso de ondas del ciclo estral,
primordialmente por tres de estas ondas, y por influencia de receptores de ARNm (RNA
mensajeros) para receptores de FSH. La seleccion de foliculos es el procedimiento mediante el
cual un conjunto de pequefias estructuras ovaricas, derivadas de los foliculos que han estado
en desarrollo lento durante los Ultimos cuatro a seis meses, comienza a crecer rapidamente
debido a la influencia de la oleada de la hormona FSH. Cuando la concentracién de FSH llega
a su punto maximo, los foliculos mas destacados de esta fase alcanzan un tamafio aproximado
de cuatro mm en didmetro. Después de transcurrir tres dias, cuando los foliculos de mayor
tamafio tienen un diametro cercano a los ocho mm, se elige un Unico foliculo para seguir
desarrollandose, el cual se convierte en dominante, mientras que los restantes retroceden (Fig.)

(Castafieda Martinez & Martinez, 2009).
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Factores de Estimulacion o Inhibidores. La Influencia de gonadotrofinas, hay
diversos elementos internos en el ovario que controlan el progreso y desempefio de los
foliculos. Estos elementos abarcan el factor de crecimiento insulinico (IGF) y distintos
miembros de la familia del TGF-beta, que influyen en el desarrollo y funcionamiento del foliculo.
Estén las inhibinas, al presentarse en aumento debido a la sinterizacion de estrogenos
foliculares en el ciclo de crecimiento de foliculo dominante, disminuyendo niveles de FSH y
poniendo en alto el desarrollo de foliculos subrogantes, aumentando niveles de andrégenos en
las células teca de foliculo dominante. La Activinas (ACTSs) en cambio se presenta en la etapa
temprana del crecimiento folicular, junto con el receptor FSH inducen produccién de folistatina
(FSP) la cual regula la accion de la activina e inhibina, y en conjunto con la produccién de
estradiol, receptores de gonadotropinas conllevan a la diferenciacién de células de granulosa y
promoviendo la luteinizacion y la atresia. En cuanto a los Factores de crecimiento insulinoide
(IGFs) media el efecto de la FSH sobre las células de granulosa, en temporadas de la
dominancia folicular sus niveles disminuyen mientras que en la atresia incrementan,

interviniendo en los mecanismos de regularizacién de la foliculogénesis.

Liquido folicular. Producido de un plasma periférico, trasudado por medio de una
lamina basal de foliculos y se recoge en el antro, en cuanto a su composicion bioquimica
presencia de esteroides y glucoproteinas elaboradas en células que componen la pared celular
del foliculo. Contiene 17 3 estradiol en fase folicular y progesterona para la siguiente ovulacion,
ademas de sustancias no esteroideas como inhibidor de maduracién polipéptido de peso
molecular 1500 Dalton, un inhibidor de la luteinizacién como proteina compleja, una proteina
inhibidora de 1400 Dalton, relaxina de 9000 Dalton, inhibina supresora de mecanismo de FSH.
El liquido folicular es supremamente importante para la fisiologia del oocito asi como para su
aspecto bioquimico y metabdlico de maduracion nuclear y citoplasmatica, cabe recalcar las

siguientes funciones:
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o Regular las funciones de las células de granulosa, y dar inicio folicular y
esteroidogénesis.

o Originar y ser parte del proceso maduracion del ovocito

o Facilitar la transportacion del ovocito hacia el oviducto.

o Preparar el foliculo para dar forma al cuerpo amarillo.

o Permitir la capacitacién espermética y desarrollo embrionario (B. Hafez & Hafez, 2002).

Endocrinologia del crecimiento folicular y ovulacion. Se sabe que el hipotalamo
cumple las funciones endocrindlogas del organismo, las células de éste al llegar a la
neurohipofisis y posteriormente a la adenohipdfisis factor de las gonadotropinas liberadoras de
FSH y LH, cada una con receptores. Previo a la liberacion del 6vulo, los andrégenos que se
generan en la capa interna de células teca, debido a la influencia de la hormona luteinizante
(LH), se desplazan hacia las células foliculares. En estas células, experimentan una
transformacion en estrégenos, que son responsables de inducir el estro o la receptividad
sexual. Durante la ovulacion, las células tanto de la capa interna de células teca como las
foliculares, bajo la influencia de la LH, comienzan a producir progesterona, lo que da origen al

cuerpo luteo en el lugar que ocupaba el foliculo liberado (Hernandez et al., 2008).

Un correcto proceso de maduracion, de ovulacion y de luteinizaciéon del foliculo de Graaf
depende de las proporciones adecuadas de FSH importante en formar el antro, de LH, y de

hormonas como los esteroides, las prostaglandinas y las glucoproteinas.

o Hormona de liberacién de gonatrofina (GnRH)

o Hormona Gonadotrdéficas: Hormona foliculo estimulante FSHy LH:

* FH: conocida con otros nombres como factor I, prolan A o thylakentrin,

guimicamente tiene un peso molecular aproximado de 30.000 en vacas,
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comprendida como glicoproteina, soluble en agua y estable en pH de 4 a 11. En
cuanto a su funcién fisiolégica dentro de los bovinos es ser estimulante del
crecimiento y maduracion de foliculos precavitarios del ovario.
Independientemente no desempefa la funcién de madurar, sino que necesita la
compaiiia de la hormona luteinizante, con una buena sinergia después de tener
un nivel 6ptimo en la sangre influyen en las funciones positivas y negativas o
retroactivas.

= LH: Hormona luteinizante o intersticial cellis stimulating hormone (ICSH) en
hembras, en cuanto al macho bovino se la conoce como factor II, proban B o
metakentrin; quimicamente con un peso molecular aproximado a 25000-30000,
constituida como glucoproteina; inmunobiologicamente también se diferencia de
otras especies y no solo por el peso molecular. Dentro de su papel funcional se
une a la actividad de la FSH, llegando a realizar la maduracién final folicular,
secretar niveles altos de foliculina, ovulacion y conformacion del cuerpo lateo.

o Sistema del factor de crecimiento tipo insulinico (IGP)

o Familia de factores de transformadores de crecimiento (TGF)

Maduracién del Ovulo

Esta compuesta por dos etapas, el periodo de crecimiento y el periodo final que conlleva

a la preparacion nuclear y citoplasmatica previo a la fecundacién

Crecimiento del ovocito

El foliculo primordial comienza su desarrollo con el ovocito al liberarse de la reserva, el
ovocito en este punto casi ha terminado su desarrollo, pasando por la fase del antro, a la vez hay

un crecimiento de las células del cumulus, ya que el desarrollo de estas se da al rededor del
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ovocito tienen una relacion directa con la membrana celular desencadenando prolongaciones

celulares del monticulo ovarico. (B. Hafez & Hafez, 2002).

Todo este proceso se independiza de:

¢ Naturaleza de estimulacion folicular
e Diametro que el foliculo ha originado

e Origen del liquido folicular

Preparacion del ovocito para fecundacion

Después de finalizada la oogénesis, el nicleo diploténico se encuentra en proceso de
reposo, definido como nucleo reticular. Cuando hay un aumento de gonadotropinas no puede
haber un reinicio de meiosis. Reiniciar la meiosis es solo un aspecto de la maduracion del

ovulo; También debe ocurrir la maduracion citoplasmética (B. Hafez & Hafez, 2002).

Ovulacién

Este proceso sucede después de las 25 a 36 horas transcurridas después del estro. Es
decir, se da cuando hay ruptura de la pared folicular y separacion de las estructuras de la

superficie ovarica, compuestas por el tejido conectivo (Hafez & Hafez, 2002).

Hay tres cambios que los foliculos preovulatorios tienden a experimentar:

e La maduracién nuclear y citoplasmatica del oocito
e La pérdida de adherencia de células del monticulo ovarico y las células de la granulosa.

e Afinacioén y quiebre de pared folicular
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Foliculo en una pre-ovulacion.
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Nota. Fuente por autoria propia (2023).

Una vez que finaliza el crecimiento, la capacidad que tiene el foliculo de Graaf al
responder frente a una descarga de gonadotropinas (LH y en menos proporcién de FSH), se
produce una reconstruccion total del mismo y libera un ovocito fértil por medio de un vestigio

muy pequefio en su pared celular y atraviesa las capas de la corteza ovérica (Castafieda

Martinez & Martinez, 2009; Hafez & Hafez, 2002).
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Antes que ocurra la ovulacién hay un incremento de flujo sanguineo el cual irriga parte

del foliculo dominante y disminuye su irrigacion en la parte apical del mismo. Esta misma

fluidez sanguinea esta correlacionado al factor endotelial de crecimiento vascular (VEGF) y que

ayuda a su respectiva permeabilidad.
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En las actividades vasculares y del musculo liso hay factores influyentes entre los que
se destacan las prostaglandinas, leucotrienos y los tromboxanos, mismas ayudan a la
estimulacion de LH, tomando a consideracion el desempefio de la PGF2a es primordial dentro
de la ovulacion ya que sus inhibidores de cicloxigenasa irrumpen la ovulacion, se ha
demostrado que la aplicacion de antiprotaglandinas en bovinos afecta directamente la

ovulacion, pero no la anula (Fig. 4) (Castafieda Martinez & Martinez, 2009).

Figura 4

Esquema de Factores estimulantes en la ovulacion).

Ciclooxigenasa

Activador del plasmindgeno NO
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Prostaglandinas Plasmina

!
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Procolagenasa — esiiisse—— 0roteasa serina

J ‘.

Disociacion y digestion de OVULACION
la pared celular >

Nota. Fuente: (B. Hafez & Hafez, 2002)

Existen diferentes mecanismos de ovulacion entre ellos estan: mecanismo
neurobioguimicos y farmacoldgicos; procesos neuroendocronologos/endocrinos, GnRH,
esteroides y prostaglandinas; mecanismos neuromusculares y neurovasculares como también
las interacciones enzimaticas. Las prostaglandinas tienen la capacidad de impulsar las

contracciones en los ovarios y provocar la activacion de los fibroblastos en la capa teca, lo que
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conduce a su destruccién y a la liberacién de enzimas proteoliticas que degradan la estructura
del foliculo y su lamina basal, tomando en cuenta que esteroides como la progesterona influye

de manera importante en este proceso.

Criterios que se evalGan para una seleccién y maduracion de ovocitos dentro de la PIV

Como se sabe existen técnicas in vivo donde se extraen ovocito del animal vivo de alto
valor genético y dar un aprovechamiento en casos de accidentes imprevistos donde la vida de
la vaca se encuentre en riesgo y esto se da por medio de puncién ultrasénica, y la segunda es

por medio de aspiracion en ovarios de matadero, esta Ultima es con fines investigativos.

Dentro de la Ultima técnica mencionada los parametros de transporte tienen que estar

en las mejores condiciones posibles para que no afecte a la viabilidad de los ovocitos.

Para ir abriendo para a los criterios de seleccion se toma en cuenta mucho la morfologia
del citoplasmay de las células del cimulus para concretar si el ovocito es o no viable para el
desarrollo del futuro ser, por ello la calidad del complejo camulus ovocito (CCOs), el nucleo y el
citoplasma son los mas importantes a la hora de determinar si el ovocito es factible para la

maduracion ya que de esto dependera mucho sus reservas para dar el futuro embrion.

En una maduracion in vitro de ovocito se examinan las siguientes caracteristicas

detalladas a continuacién en la presente figura 5:
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Figura5

Clasificacion y caracterizacion de ovocito para seleccion y medida de calidad en futura

fertilizacion in vitro.

GRADOS CALIDAD

Cumulus compacto presente,

1 mas de 3 capas de células, ci-
toplasma con granulos finos y
homogéneos.

Cumulus compacto, menos de

2 3 capas de celulas, citoplasma
con granulos distribuidos hete-
rogeneamente, concentrados
mas hacia el centro y claros en
la periferia.

Clmulus presente, expandido,
citoplasma contraido con au-

3 mento del espacio previtelino,
presencia de vacuolas y/o frag-
mentacion.

Ovocito desnudo o con cito-
plasma bastante irregular

Nota. Fuente Manual de Procedimientos para la Produccion y Vitrificacion de Embriones Bovinos

en Laboratorios de Reproduccién Animal (2017).
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Fecundacion y segmentacion

La fecundacion es la afirmacién de gestacién en la hembra bovina, da inicio a un nuevo
ser, acarrea desde la etapa de fecundacion hasta el parto, por medio de la sincronizacion de

células de gametos maduros (ovocito/espermatozoide).

Interaccion del espermay el ovulo

Pequefia cantidad del células germinales masculinas llegaran a atravesar el cumulus
ophorus, la interaccion de una proteina del esperma conocida como PH-20 sumado a la
actividad de la hialuronidasa y a la capacitacién concretaran una buena motilidad, y cuando
este llega a la zona peri vitelina ocurrira la adherencia y fusiéon entre la membrana
citoplasmética del ovocito y la membrana de zona ecuatorial del espermatozoide,

consecuentemente el ingreso del nicleo espermético y sus organelos al axoplasma ovocitario.

Figura 6

Fusion de gametos.

R
[Oocito \

~ Zona Pelicida /

Nota. Fuente El espermatozoide, desde la eyaculacion hasta la fertilizacion. Fuente: Rev Col

Cienc Pec Vol 19:4, 2008.
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Fertilizacion

La dieta alta de acidos grasos especialmente de acidos linoleicos influye de manera
notable la taza de fecundacion y desarrollo del embrién. Una vez realizada la ovulacién, el
estadio siguiente del ovocito es tener el primer cuerpo polar aqui rodeado por la corona radiada
y el liquido folicular, consiguiente cae en oviducto para que se dé la posterior concepcion, luego
el desnudamiento del ovocito se efectuara por la interaccion de la hialuronidasa que se
encuentra en el acrosoma del espermatozoide, descomponiendo el acido hialuronico,

compuesto presente en las células del cumulus.

Segmentacion

Una vez que se forma el cigoto, pasa por divisiones mitoticas, va presentar baja
proporcion del nicleo/citoplasma, denominandose segmentacién ya que involucra division
celular, pero sin afectacién al aumento de la masa celular, la masa disminuye un 20%-40%

pero el nicleo aumenta su tamafio, los cromosomas conservan intacto el acido nucleico.

Curso normal

Cuando el cigoto es segmentado desde el polo o cuerpo polar hasta la zona de la
reserva del vitelo, por lo general también el surco de division atraviesa la zona donde estan los

pronucleos por donde inicia la singamia, consecuentemente tendremos blastémeros.

Desarrollo temprano embrionario

Una vez que se compacta la moérula por unién intercelular se da la acumulacion de
liquido dentro de la cavidad central lamandose el blastocele. Se logra diferenciar dos grupos
celulares una vez que se desarrolla el blastocito. El trofoblasto sera la capa de células cuboides

periféricas externas las cuales se caracterizaran por densas microvellosidades y seran las
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encargadas de captar nutrimentos, luego el trofoblasto concierne la formacién del corion. Habra

el segundo grupo celular definido las cuales estaran en un polo bajo las cuales daran al

embrioblasto (es una masa de células internas) que originaran las tres capas germinales del

embrién conocidas como, endodermo, mesodermo y ectodermo en el proceso de gastrulacion.

Dicha descripcién se la disemina en la siguiente figura 7.

Figura 7

Estructura de moérula y blastocisto.

Masa compacta
de células

Blastocele
Zona pelucida

Trofoblasto

Masa celular
interna

Nota. Fuente Revista Médica de Reproduccion Asistida ORG (2022).



Capitulo 1l
Materiales y Métodos
Areay ubicacion de Estudio

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Animal del Departamento
de Ciencias de la Vida correspondiente a la Universidad de las Fuerzas Armadas Sede Santo
Domingo, dicha entidad queda ubicada en el cantén Luz de América km 24 con una latitud de

00°24’44’ Sur, una longitud de 78°18’'32” Oeste, y altitud de 270 msnm.

Figura 8

Ubicacion geogréfica del trabajo de Integracion Curricular.
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Nota. Fuente Trabajo propio.
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Ubicacion Ecoldgica

e Altitud: Bosque Humedo Tropical
e Temperatura: 25°C
e Precipitacién: 2860nm por afio

¢ Humedad Relativa: 85%

Materiales

Tabla 2

Materiales, insumos, reactivos y muestras biologicas utilizadas en la investigacion.

. . Muestras
Insumos Equipos Reactivos N
Bilégicas
Vasos Agitador Cloruro de - Ovarios
precipitados magnético Sodio NaCl de
Papel Pesa Streptomicina- matader
absorbente analitica Penicilina 0
Agujas de Bortex Cloruro de - Ovocitos
aspirado Bafio Maria Potasio KCI - Pajuelas
18” Termometro Bicarbonato de de
Jeringas de Camara de Sodio NaHCO3 semen
1-5-10ml flujo laminar Aceite Mineral de
Cajas Petri Platinas para cultivo ejemplar
Cajas Nunc térmicas celular es La
tratadas de Microscopio Lactato de Montafie
4 pocillos de contraste Sodio sa
Puntas de de fase TCM 199 10X Falcao
micropipeta Equipo LH (Hormona FIV
S CASA Luteinizante) 018288
Tubos de Incubadora FSH GY,
ensayo de dioxido de (Hormona muestra
Tubos carbono Foliculo de
falcon Estufa Estimulante) Barreriro
Tubos Centrifuga Insulina S Do
eppendorf Estereomicro Rojo fenol Basa GY
Gradillas scopio Heparina BASA
Pinzas Autoclave Gentamicina 511
Tijera Bidestilador BSA Seleon/S
Espatulas de agua (Albumina de exing,
Refrigerador Suero Bovino) muestra




Insumos

Reactivos

Muestras
Bilégicas

- Porta
objetos

- Cubre
objetivos

- Balbn de
aforo

- Magneto de
mezcla

- Erlenmeyer

- Tanque de
criopreserv
acion

SFB  (Suero
Fetal Bovino)
Solucién
HEPES
Glucosa
Glicina

Percol a 90-
40%

Fosfato
Monopotasico
KH2PO4
Fosfato Sadico
NaH:PO4
Piruvato de
Sodio

Cloruro de
magnesio
hexahidratado
MgClz « 6H20
Cloruro de
calcio
dihidratado
C&Clz ° 2H20
BME 50X
MEM 100X
Etanol al 90%
Dimetill
Sulfoxido
a-Tocoferol
Resveratrol
Agua Ultrapura
libre de
ARNasas
Agua destilada
Resveratrol
299% (HPLC)
de Sigma-
Aldrich

(2)-a-
Tocoferol-
T3251 Sigma-
Aldrich

de Zorro
Tango
Do Morro
Go
1230 P
Seleon/S
exing,
Brooke
Golowyn
GO
3636_AK
Seleon
Sexing.

Nota. Fuente Trabajo propio.
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Preparacion de Soluciones

Solucién de transporte

Se peso 8.5g de NaCl los cuales se diluy6é en 100 ml de agua destilada y se adicioné
80l de Gibco ™ Penicilina-estreptomicina (10.000 U/ml), se agito con ayuda de un agitador

magnético y se aforo a 1000ml.

Solucion de lavado y aspirado de ovocitos/ Solucién Dulbecco 1L

En 100 ml de Agua UltraPure™ sin ADNasa/ARNasa Invitrogen™, se pes6 8g de NacCl,
200mg de KCI, 200mg de KH2PO4, 1135mg de NaH:PO., y en el siguiente orden se adicion6
100 mg de cloruro de magnesio hexahidratado y 132mg cloruro de calcio dihidratado, se
agrego glucosa 1000mg y 36mg de piruvato. Luego se aforo a los 1000ml. Esta fue la solucién

base para los posteriores procedimientos de aspirado y lavado.

Solucién Dulbecco Enriquecida

De la solucién mencionada o base se tomd 100 ml y se agregé 300mg de BSA (50

mg/ml) Invitrogen™ UltraPure™, y se adicion6é 100 ul de Gentamicina (50 mg/ml) Gibco™.

Medio de Maduracién TCM 1X

En un tubo falcén se puso 9ml de TCM 199-10X, seguido a ello se agregd, 1ml de SFB
(Suero Fetal Bovino), 10ul de Gentamicina (50 mg/ml) Gibco™, 10ul de piruvato 0.2 mM, 10ul
de LHRH Human (Hormona Leutinizante Humana de la empresa ProSpec), 10ul FSH
(Hormona Foliculo Estimulante) y 10 pl de epidermal. Una vez que se filtra la solucién, se rotulo

y se puso a incubar en estufa de CO; un tiempo de 2 horas.



44

Medio SP-Talp

En 50ml de Agua destilada UltraPure™ sin ADNasa/ARNasa Invitrogen, se adicion6
cada uno de los compuestos en el siguiente orden: 584.4mg cloruro de sodio (NaCl) 100Mm,
23.1mg de cloruro de potasio (KCI) 3.1 mM, 3.6mg de NaH;PO4 0.3 mM, 29.4mg de cloruro de
calcio dihidratado (CacCl, « 2H,0O) 2.0mM, 8.1mg de cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl.
* 6H2,0) 0.4 mM, se adicion6 368l de lactato de sodio a 21.6 mM, 238 mg a 10mM de HEPES,
210mg de bicarbonato de sodio NaHCO3; a 25mM, y se finalizé agregando rojo fenol 200 ul al

5%, se aford a los 100ml y se llevé a refrigeracion.

Medio SP-Talp enriquecido

En 10ml de solucién base de SP-Talp se agregaron 10 pl de Piruvato de Sodio 0.2 pM,
se adicion6 10 pl de Gentamicina, BSA-FV 0.06g se esperd a que éste Ultimo se diluyera sin
agitacion y luego de ello se filtré, como Ultimo paso se adiciono las respectivas concentraciones

de antioxidante.

Medio FERT-Talp

En un vaso de precipitacion de 100ml se coloc6 50ml de Agua destilada UltraPure ™ sin
ADNasa/ARNasa Invitrogen, y se fue colocando en orden los respectivos compuestos: 666mg
cloruro de sodio (NaCl) 114Mm, 23.8mg de cloruro de potasio (KCI) 3.2 mM, 4.8mg de
NaH2PO4 0.4 mM, 24.4mg de cloruro de calcio dihidratado (CaCl2 « 2H20) 2.0mM, 10mg de
cloruro de magnesio hexahidratado (MgCI2 « 6H20) 0.5 mM, se adicion6 187l de lactato de
sodio a 10 mM, 238 mg a 10mM de HEPES, 210mg de bicarbonato de sodio NaHCO3 a 25mM,

y se finaliz6 agregando rojo fenol 200 ul al 5%, se afor6 a los 100ml y se llevo a refrigeracion.
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Medio FERT-Talp enriquecido

Se tomaron 10ml del medio base de FERT-Talp, se adicioné 10 pl de piruvato de sodio
al 0.2 uM, luego de ello 10 pl de Gentamicina y 0.06g de BSA-FBV, el cual y de la misma
manera que el medio de SP-Talp, se esperd a que se diluyera sin agitacién y luego se pasoé al
proceso de filtrado, como ultimo paso se adiciond las concentraciones de antioxidante

respectivo.

Solucién de capacitacién de esperma — Gradiente de Percoll al 90%

Se tomd 9ml de Percol puro, luego se agreg6 1 ml de SP-Talp 10x, se incorpor6é 21mg
de carbonato &cido de sodio, 36.8 ul de lactato de sodio, y por tltimo 10 pl de piruvato de sodio

al 1.0 uM.

Solucion de capacitacion de esperma — Gradiente de Percoll al 45%

En un tuvo Eppendorf se adiciond 500 pl de solucion SP-Talp sin enriquecer y 500 pl de

percoll al 90%.

Solucién SOFT 4M o medio de maduracion de cigotos

Para esta soluciéon se emple6 Agua destilada UltraPure™ sin ADNasa/ARNasa
Invitrogen, en un Erlenmeyer con 10ml de agua se fueron aplicando los siguientes compuestos:
cloruro de sodio 672.5pl, cloruro de potasio 179ul, NaH,PO,4 297.5pl, glucosa 250ul, glutamina
250ul, glicina 250ul, 50pu1 BME 50X, 2501 MEM 100X, 25l de insulina, 37.5pl piruvato de
sodio, 11.75ul de lactato de sodio, 42.75ul de cloruro de calcio dihidratado, 122.5ul cloruro de

magnesio hexahidratado, 0.0525g, esto se filtrd y se aforo a 25ml.
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Solucién Stock y disolucion en concentraciones de 0.5-10uM de Antioxidante Resveratrol

Al ser un compuesto liofilizado se hizo el respectivo calculo, y se tom6 en cuenta para la
solucioén base, se pes6 10mg de Resveratrol 299% (HPLC) de Sigma-Aldrich, del cual se diluyo
en 1ml dimetill sulfoxido y se obtuvo una primera concentracién, de esta primera solucion se
toma 10ul y se diluy6 en 1ml de dimetill sulfoxido y se alcanzé una concentracién de 1000 uM
lo que vendria a ser la segunda solucién base. De esta segunda dilucion con antioxidante solo
se tomé 5ul y se adicion6 en 10ml de medios (TCM, SP-Talp, FERT-Talp, SOFT-Trabajo)
alcanzando la concentracion de 0.5 uM. En cambio, para alcanzar una concentracion de 10 uM

se tomo 100pl.

Solucién Stock y disolucidon en concentraciones de 0.5-10uM de Antioxidante a-Tocoferol

Se prepard una solucion base, se 0.052g del reactivo por peso analitico de una gota, ya
gue el reactivo tenia presentacion liquida, el cual se diluyé en 10ml de etanol al 96%, y se
obtuvo con los respectivos célculos una concentracion de 11500uM, después de ello se
tomaron de esa primera solucién base 43.48 pl para diluir en 5ml de medios (TCM, SP-Talp,
FERT-Talp, SOFT-Trabajo) para obtener una concentracion de 100uM, y luego se obtuvo una

concentracion de 200uM tomando 87 ul y adicionando en 5ml de cada uno de los medios.

Metodologia

Trasporte y lavado de Ovarios

Los ovarios se trasportaron bajo medidas asépticas, una vez recolectados de las
hembras faenadas con diversidad de origen y raza, se transportaron del matadero Municipal de
Santo Domingo de los Tséachilas al Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal

(LBRA) de la Universidad de las Fuerzas Armadas T° (Temperatura) de transporte fue de 37°C.
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Al llegar los ovarios al LBRA, fueron sometidos a una nueva solucion de lavado
temperada a 37°C y fueron extraidos los anexos o cuernos uterinos de aquellos que lo

contenian.

Diariamente durante el proceso de experimentacion se realizé una recolecta de entre +

80y 100 ovarios.

Aspirado de ovocitos

Previo a la aspiracion se colocaron tres cajas de Petri con solucién Dulbecco
enriquecida y una que seria el lavado final con medio de maduracion TCM 1X sin antioxidante,

todas ellas puestas en platina térmica de 37°C.

Para la aspiracion se secoé los ovarios a medida que se iban seleccionando para el
aspirado, esto se realiz6 con toallas absorbentes estériles, y con jeringa de 10ml y una aguja
de aspirado de 18" G se tom6 1ml de solucién Dulbecco enriquecida y se procedié al aspirado
folicular, se tomaron en cuenta foliculos de entre 4mm y 8mm como lo recomendaba la
bibliografia, cada aspirado contaba con un volumen de llenado de los 10ml. El liquido folicular

fue afladido a una primera caja de Petri para proceder al lavado y seleccion de ovocitos.

Lavado y seleccién de ovocitos a madurar

Para la seleccion y lavado de ovocitos se lo realizé bajo parametros térmicos y
asépticos adecuados, y se hizo la seleccién de los ovocitos tomando en cuenta las mejores
caracteristicas anteriormente mencionadas en la Figura 5 y la bibliografia de (Garcia Jorge et

al., 2017).

Una vez que realiz6 el lavado y seleccién de los ovocitos, se puso en cada pocillos de

las placa Nunc 250 pl de medio TCM 1X previamente incubado por dos horas, en cada gota se
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introdujo una cantidad entre 25-40 ovocitos por pocillo, distribuidos en pocillo 1 de la placa
Nunc el To (Tratamiento control), en pocillo 2 el T1 (en Resveratrol 0.5 uM ), en pocillo 3 el T2
(Resveratrol 10 uM) , de igual manera se procedio cuando se utilizé el antioxidante tocoferol en
el pocillo 1 se puso el To (Tratamiento control), en el pocillo 2 el T1 (Tocoferol 100 uM) y en el
ultimo pocillo el T, (Tocoferol 200 uM). Se dejo en la incubadora de CO; por un tiempo de 24h,

a 38°C, 90% de humedad relativa y 5% de CO-

El porcentaje de los ovocitos viables se obtuvo mediante la siguiente formula:

N° de ovocitos viablesx100

% de viabilidad de ovocitos :N" total de ovocitos obtenidos

Fertilizacién de ovocito y capacitacién de esperma

Una vez transcurridas las 24h de incubacién en medio de maduracion, los ovocitos
fueron pasados a una caja Nunc con medio FER-Talp enriquecido y suplementado con las
concentraciones descritas anteriormente de antioxidantes, tanto de resveratrol como para
tocoferol, el cual fue previamente incubado por un periodo minimo de dos horas; los ovocitos

fueron llevados a incubadora de CO, con los valores antes descritos.

Antes de la fertilizacién se prepar6 la muestra seminal, se descongel6 la pajuela y se evalué la
motilidad en el equipo CASA, posteriormente se prepard la solucién de percoll al 90% y 45%,
las dos soluciones fueron agregadas en un tubo falcon y se puso 500 ul de semen entre las dos
fases de percoll, se centrifugo a 500 rpm por 25 minutos, luego se retiré el sobrenadante y el
pellet se puso en solucion Sp. Talp enriguecida y se centrifugo a 500 rpm por 6 minutos. Luego,
se elimind el sobrenadante y se puso el pellet en solucion Fer-Talp y se agrego6 5 ul de

Heparina
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Se afadio 75 pl de solucion Fert-Talp + espermatozoides + heparina, luego se agregd 20
ovocitos en cada pocillo, se cubrié con 250 pl de aceite mineral y se dejo incubar 24h en

camara de CO;al 5%, a 38°C y 90% de humedad relativa.

Denudamiento de ovocitos

En el proceso de denudamiento de los posibles cigotos se realizé a las 24 horas de
haber hecho la fertilizacién, el método para denudamiento fue el pipeteo, los cigotos fueron
pasados a cajas Nunc con solucion SOF 4M més las concentraciones de antioxidante y
previamente incubada, se recubrié con 250 pl de aceite mineral y se dejé a incubacion en la

camara de CO;al 5% a 98°C y 90% de humedad relativa.

Los posibles embriones fueron evaluados pasado las 72h hasta llegar al dia 6 de su
respectivo cultivo, examinando su desarrollo y morfologia celular; el porcentaje de viabilidad de

los blastocistos se calculé mediante la siguiente formula:

N° de cigotos denudados
N° de blastocistos

% de Blastocistos =

Para la seleccion de blastocistos se tomd en cuenta el método visual guiado por las

siguientes caracteristicas descritas en la Figura 10.
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Figura 9

Formaciéon de embrién con relacion al tiempo de cultivo.

Nota. La imagen “A” presenta un ovocito no fecundado, la “B” a un ovocito con division de 2
células, el recuadro “C” se aprecia una mérula a las 72 horas de cultivo, la “E” se visualiza un
blastocisto temprano a los 5 dias, la “F” a un blastocito ya completado su desarrollo para ser
implantado en la matriz de la hembra bovina a los 6 dia o 7 dias de desarrollo, en la “G” ya se
puede apreciar un blastocisto expandido, en la “H” el blastocisto ya esté eclosionado y
expandido ocurre a los 8 y 9 dias de cultivo, en la “I” el blastocisto ya ha eclosionado de la zona
pellcida 9 dias. Fuente: Manual de Procedimientos para la Reproduccion y Vitrificacion de

Embriones Bovinos en Laboratorio de Reproduccion Animal (Garcia Jorge et al., 2017).
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Disefio experimental y analisis estadistico del estudio

En la investigacion de produccién in vitro de embriones bajo el efecto de antioxidantes
Resveratrol y a-Tocoferol (Vitamina E) obtenidos a partir de ovarios de matadero, se tuvo como
objetivo implementar dos concentraciones por cada antioxidante. En cada uno de los procesos
de la produccién, maduracion de ovocitos, fertilizacion de ovocitos y el cultivo de embriones.
Las unidades (embriones) tomadas en cuenta para la evaluacion estadistica fue embriones en
fase temprana, los cuales fueron obtenidos en el proceso experimental. Todos los datos fueron
analizados mediante el software estadistico R Statistics. Las normalidades se verificaron
mediante la prueba Tuckey donde se utilizo los residuos de los datos, como referencia a la
homogeneidad del estudio, la diferencia significativa entre antioxidantes, y para las

concentraciones se emple6 un ANOVA anidado y disefio de una via.
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Cépitulo IV

Resultados y Discusion

Se recolect6 800 ovarios, por tres los dias lunes, martes y miércoles, en la tabla 3 se
utilizé 525 ovarios usados en la fase experimental con resveratrol, el nUmero de oocitos
recolectados fue de 482 y se selecciond 389 oocitos, mientras, que en la fase experimental con
tocoferol se us6 un total de 476 ovarios, y se colectd 556 ovocitos y fueron seleccionados un

total de 495 ovocitos.

Tabla 3

Cantidad de ovocitos recolectados.

Réplicas Ovarios N° de ovocitos N° de ovocitos
Resveratrol recolectados seleccionados
1 116 80 59
2 92 92 70
3 116 98 87
4 117 123 98
5 84 89 75

Replicas Tocoferol
1 95 121 110
2 90 125 110
3 86 92 80
4 100 86 75
5 105 132 120

Nota: Los ovarios fueron extraidos del Centro de Faenamiento Regional en Santo Domingo de
los Tsachilas, Los ovocitos fueron aspirados de foliculos que tenian un diametro entre 0,4 mmy

18 mm, por tal motivo el nimero de ovocitos recolectados varian en cada réplica.

Sin embargo, en un estudio realizados por (Estrella et al., 2017) la aspiracion de los
ovocitos lo realizaron de foliculos que presentaban un diametro de 4 mm a 8 mm y el nimero

de ovocitos fue uniforme.
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La seleccién de los ovocitos se realizé tomando en cuenta los criterios de clasificacion
de (Garcia Jorge et al., 2017) donde se destacan los Grados | y I, los ovocitos de grado |
presentaron tres capas de células cumulus, un citoplasma homogéneo y presentaban
granulocitos finos, lo ovocitos de Grado I, presentaban 3 capas de células de camulos,
granulocitos del citoplasma con dispersion heterogénea con una concentracion céntrica y

claridad en la zona pelucida.

Maduraciéon de Ovocitos

En el estudio de maduracién de ovocitos con Tocoferol se obtuvieron los siguientes
datos para el tratamiento TO el porcentaje de ovocitos viables fue del 76,58%, el T1 gener6 un

porcentaje de ovocitos viables de 88,89%, mientras tanto, el T2 produjo un 87,5% de ovocitos.

Tabla 4

Resultados Maduracion de Ovocitos con influencia de Tocoferol. Fuente de trabajo propio.

NO

N° . N°
Tratamiento Repetici6  ovocitos ovocitos ovocitos Total de %
P \ no ovocito  Viabilida
S n cultivado madurado
s madurado S s FIV d
S
R1 34 11 23 23
To sin
tocofero R2 34 6 28 28
[
R3 25 6 19 19 76,58
R4 25 5 20 20
R5 40 9 31 31
Total 158 37 121 121
NO NQ NO
. . ovocitos .
Repetici6  ovocitos no ovocitos
n cultivado madurado
madurado
S S s
R1 38 3 35 35
R2 38 0 38 38
R3 30 2 28 28 88,89
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Tu 100 uM R4 25 6 19 19
R5 40 8 32 32
Total 171 19 152 152
L N? ovol\(l:itos N(?
Repeticié ovocitos no ovocitos
n cultivado madurado
S madurado s
S
R1 38 2 36 36
R2 37 1 36 36
To: 200 uM R3 25 2 23 23 87,5
R4 25 8 17 17
R5 43 8 35 35
Total 168 21 147 147

Nota. El tratamiento que mas ovocitos maduros produjo fue de T1 con un total de 152, solo 19

ovocitos no llegaron a la fase de maduracion.

En relacion con la maduracion con resveratrol, se obtuvieron los siguientes resultados:

para el To el porcentaje de ovocitos viables fue 68.99%, el T1 generd un porcentaje de ovocitos

viables de 82.95%, mientras que el T, produjo un 82.44% de viabilidad de ovocitos, lo que se

muestra a continuacion en la Tabla 5.

Tabla b

Resultados obtenidos maduracién ovocitos con Resveratrol

Tratamiento Repeticio Ovocitos OV%CHOS Ovocitos Total %
peticio cultivado 0 madurado ovocito Viabilida
S n madurado
S S S s FIV d
R1 23 7 9 9
R2 23 4 19 19
TO: sin
resveratr R3 28 7 21 21 68,99
ol
R4 30 10 20 20
R5 25 5 20 20
Total 129 33 89 89
Repeticié SLYI%?/ZSE Ovocitos moajllc(ijlj:rlgzjlso Total
n no FIvV

S

S
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madurado
S
R1 17 5 12 12
R2 23 2 21 21
T1. 0,50 uM R3 30 5 25 25 82,95
R4 34 6 28 28
R5 25 4 21 21
Total 129 22 107 107
Repeticié OVO.CitOS OV?](E)ItOS Ovocitos Total
n cultlglado madurado madl;rado FIV
S
R1 19 5 12 12
R2 24 1 23 23
T2: 10 uM R3 29 9 20 20 82,44
R4 34 4 30 30
R5 25 2 23 23
Total 131 22 108 108

Nota. EI T; de 0.50 uM result6é ser la mejor concentracién con un total de 107, siendo solo 22

ovocitos no fueron viables.

Tabla 6

Andlisis de porcentaje de ovocitos obtenidos.

Suma de Cuadrados

Efecto cuadrados GL medios F-valor P-valor
FA: ANTIOXIDANTE 1120 1 1120.1 7.348 0.0122
FA:FB 753 4 188.2 1.234 0.3228
Error 3658 24 152.4

Nota. En el andlisis estadistico se observa que existe diferencia significativa para el Factor A,
qgue corresponde al antioxidante utilizado, mientras tanto no existe significativa para las

concentraciones utilizadas.
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Figura 10

Porcentaje de ovocitos respecto a la aplicacién de los antioxidantes Resveratrol y Tocoferol

% OVOCITOS MADURADOS
L[]

40

Resveratrol Tocoferol

FA

Nota. La Figura 11 sefiala las medias alcanzadas al utilizar los antioxidante tocoferol y resveratrol
en | maduracién de los ovocitos. La media mas alta corresponde a Tocoferol con un porcentaje
de maduracién de ovocitos de 89.77% seguido por el resveratrol con un valor 77.55%. Como se
puede observar en la tabla 7. EI mejor rendimiento se obtuvo al utilizar el tocoferol como

antioxidante en la maduracion de los ovocitos. Fuente Trabajo propio (2023).

Tabla7

Andlisis media maduracion de ovocitos respecto a influencia de Antioxidantes Resveratrol y

Tocoferol.

ANTIOXIDANTE % OVOCITOS MADUROS
TOCOFEROL 89.77 A
RESVERATROL 77.55B

Nota. Fuente autoria propia (2023).
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Tabla 8

Analisis de media respecto al subgrupo concentracion de Antioxidantes Resveratrol y Tocoferol

CONCENTRACION % OVOCITOS MADUROS

100 uM 88.29 A
0.5 uM 82.64A
200 uM 86.68 A
10 pM 81.64 A
control 73.50 B

Nota. En la Tabla 8, se observa que no existe diferencia entre las concentraciones de tocoferol y
resveratrol, sin embargo, es diferente las medias de los antioxidantes con el control, es decir se
obtienen mejores rendimientos utilizando los antioxidantes en la maduracién de los ovocitos. Se
debe destacar que es el tocoferol en concentracién 100 uM se obtiene el mas alto rendimiento
de ovocitos maduros seguido por la concentracion 200 uM que corresponde al antioxidante

tocoferol. Fuente autoria propia (2023).

Figura 11

Ovocitos maduros con Tocoferol a las 24h de incubacion.

(]

Nota. La Figura A se observa los ovocitos recolectados y depositados en solucion de maduracion
gue contiene a-Tocoferol. La Figura B muestra la accién del tocoferol en concentracién 100 uM

una vez transcurrido las 24h del periodo de maduracion, la temperatura de incubacién fue de
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38°C, la humedad relativa de 90% y 5% de CO.. Ademas, en la Figura B se puede apreciar que
las capas de las células del cumulus de los ovocitos aumentaron al comparar con los ovocitos de

la Figura A. Fuente autoria propia (2023).
Figura 12

Resultados de la maduracién de ovocitos con concentracion 0.5 uM de resveratrol.

4] of

¥

.
e
|
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Nota. En la imagen A se aprecian los ovocitos recolectados y depositados en medio de
maduracién que contenia el antioxidante resveratrol en una concentracion de 0,5 uM antes del
proceso de incubacion. La Figura B presenta el aumento de las células del cimulus de los
ovocitos que han culminado el proceso de maduracion luego de 24h con los valores de

temperatura, humedad relativa y CO2 igual que la Figura 12. Fuente autoria propia (2023).

En un estudio reciente (Acosta, 2021) analiz6 la influencia del a-Tocoferol en la
maduracién de ovocitos de grado |-V con una concentracién de 100 uM, el resultado mas
importante que obtuvo fue, que los ovocitos de grado | y Il aumentaron en un nimero mayor de
células del cimulus, este resultado concuerda con los valores obtenidos en el presente estudio,
cuando se cultivé ovocitos con 100 uM y se obtuvo el porcentaje mas alto de maduracién que
correspondié al 89.77%. En otra investigacion (Vasquez et al., 2014), utilizé el acido ascérbico

y el tocoferol en concentracién 100 uM, evidencié que esta esta combinacion de antioxidantes
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redujo las especies reactivas de oxigeno (ROS) en la etapa de maduracion de los ovocitos, se
sabe que los antioxidantes efectivamente disminuyen ROS porque bloquean a los radicales
libres. En el presente estudio observamos como el tocoferol generé una mayor cantidad de
ovocitos maduros posiblemente debido a que este antioxidante bloguea a los radicales libres

gue impiden la madurez de los ovocitos.

Por otro lado (Olson & Seidel, 2000) estudiaron, la vitamina E y el &cido ascoérbico en una
concentracion 100 uM, encontraron que el cultivo de ovocitos, el nimero de cigotos y el nimero
de blastocistos disminuyeron al utilizar esta combinacion de antioxidantes, no asi cuando
utilizaron solo a-tocoferol aumento en un 17% la maduracién de ovocitos, la fertilizacion, la
produccion de cigotos y blastocistos. En la presente investigacion el uso de tocoferol de
manera individual permitié alcanzar un porcentaje elevado de ovocitos maduros, lo cual
concuerda que la investigacién de (Olson & Seidel, 2000) al utilizar en combinacion de
antioxidante no obtuvieron porcentajes adecuados de madurez, hay la necesidad de seguir
investigando si la combinacion de antioxidantes genera efectivamente un nimero menor de

ovocitos, cigotos y blastocistos.

Maduracién de Blastocistos

En la Tabla 9 se presenta la influencia de Tocoferol en la produccién de blastocistos, se
evidencia que el To produjo 20.40% de blastocistos viables que corresponde a 30 blastocistos
de un total de 147 cigotos desarrollados, continGia el T, con el 37% de blastocistos formados,
sin embargo, el nimero de blastocistos mayor fue generado por el T; que corresponde al
tocoferol con una concentracidn de 100uM, el nimero de blastocistos que genero esta
concentracion fue del 47.36% es decir, que 72 blastocistos de un total de 152 llegaron a

desarrollarse completamente.



Tabla 9

Resultados de blastocistos con tocoferol
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_ o NP N° Ovocitos _
Tratamiento Repeticio blastocisto  cigoto no Tota Porcentaj
s n S S fecundado I e total
S
R1 8 10 15 33
R2 7 8 18 33
TO: Sin R3 4 14 7 25 20.40%
Tocof
R4 4 14 7 25
R5 7 16 8 31
Total 30 62 55 147
N° N° Ovocitos
Repeticion blastocisto cigoto no Tota
S S fecundado I
S
R1 16 15 4 35
R2 17 11 10 38
T1: 100 R3 15 7 6 28 47,36
MM
R4 9 7 3 19
R5 15 10 7 32
Total 72 50 30 152
N° N° Ovocitos
Repeticion blastocisto cigoto no Tota
S S fecundado I
S
R1 13 12 11 36
R2 11 13 7 31
T2: 200 R3 8 9 6 23 37%
KM
R4 7 4 6 17
R5 13 15 7 35
Total 52 53 37 142

Nota. En la Tabla 9 se presentan los resultados de los tratamientos obtenidos con a-Tocoferol,

donde Ti result6 ser el mejor tratamiento generando el 47.36%.
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En la Tabla 10 se muestran los resultados de los blastocistos viables con resveratrol, el

To fue el tratamiento que menos blastocistos generé de 94 cigotos solamente 24 llegaron a

blastocistos, el T, dio de un total de 46 blastocistos de un total de 135, finalmente T, fue le

tratamiento con el mayor nimero de blastocistos 55 de 129.

Tabla 10

NUmero de blastocistos obtenidos con resveratrol a distintas concentraciones.

Tratamiento Repetici6  N° N° Ovocitosno . .~ Porcenta
S n Blast. morulas fecundados je total
R1 3 6 7 16
R2 7 7 3 17
R3 4 12 5 21 25.53%
TO: sin R4 6 10 4 20
resveratro
I
R5 4 14 2 20
Total 24 49 21 94
PR Blast. morulas feoundados 10
R1 9 5 3 17
R2 11 6 6 23
T1: 0,50 uM R3 12 10 8 30 42.63%
R4 11 15 8 34
R5 12 9 4 25
Total 55 45 29 129
PR Blast cigotos feoundados 10
R1 7 8 4 19
R2 8 10 6 24
T2: 10 uM R3 10 13 6 29 34.07%
R4 12 20 2 34
R5 9 14 6 29
Total 46 65 24 135

Nota. La Tabla 10 presenta el nimero de blastocistos viables obtenidos con resveratrol, con el

To se obtuvo un porcentaje de blastocistos de 25.53%, seguido por el T, que presenté un

porcentaje de 34.07%, mientras que T fue el tratamiento que demostré ser el mejor con un

42.63%.
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Tabla 11

Analisis estadistico de antioxidantes en el desarrollo de blastocistos

Efecto Suma de GL Cuadrgdos F-valor P-valor
cuadrados medios
FA : ANTIOXIDANTE 28.03 1 28.03 5.80 0.0241
FA:FB 278.27 4 69.57 14.39 0.00000398
Error 116.00 24 483

Nota. En la Tabla 11 se observa que existe diferencia significativa en el Factor A, mientras que
la diferencia es altamente significativa en el subfactor que corresponde a la concentracién de

resveratrol y a-tocoferol.

Figura 13

Representacion grafica de las medias de los antioxidante resveratrol y tocoferol en el desarrollo

de los blastocistos.

BLASTOCISTOS
L]

0.5uM 100uM 10uM 200uM Control
FB

Nota. La Figura 14 representa las medias alcanzadas al utilizar el a-tocoferol (100-200 puM) y
resveratrol (0.5-10 uM). La media mas alta en la produccion de blastocistos corresponde a la
concentracion 100 uM de tocoferol seguido de 0.5 uM de resveratrol, el control presenta la media

mas baja en produccion de blastocistos. Fuente trabajo propio (2023).
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Tabla 12

Analisis medios de acuerdo a las concentraciones de antioxidantes.

CONCENTRACION BLASTOCISTOS

100 uM 14.4 A
0.5 uM 11.0 AB
200 uM 10.4 AB
10 uM 9.2B
control 54C

Nota. Existes diferencias entre las concentraciones de tocoferol, resveratrol y el control, se
destaca que la concentracion 100 uM de tocoferol produjo el nimero de blastocistos mas
importantes seguido por la concentraciéon de resveratrol 0.5 y, el control fue el tratamiento que

menos numero de blastocistos produjo.

En un estudio realizado por (Escobar, 2021) demostr6 el efecto del resveratrol en una
concentracion 0.5 pM sobre el desarrollo de los embriones producidos a partir de ovocitos
recolectados de ovarios de matadero y de ovocitos recolectados de ovarios in vivo a partir de la
técnica Ovum pikcup, los datos exhibieron un porcentaje alto de embriones a partir de ovocitos
extraidos de ovarios de matadero cuya solucion contenia 0.5 pM de resveratrol, estos datos

coinciden con nuestro estudio que en solucién 0.5 uM obtuvimos 42.36% de blastocistos viables.

En el mismo d&mbito Madrid et al., 2019 realizaron estudios de resveratrol en el
desarrollo de embriones bovinos, las concentraciones utilizadas fueron (0, 0.2, 0.5, 1, 5, 10
pM), el resultado trascendental determino que la accion del resveratrol fue alta cuando la
concentracion de esta antioxidante fue de 0.2 a 1 UM estos resultados estan de acuerdo con los
datos obtenidos en el presente estudio. Pues el resveratrol tiene una mejor con la
concentracién es baja, se desarrolla los ovocitos, se desarrollé un mayor nimero de cigotos y
por ende un mayor numero s de blastocistos como hemos expuesto en los resultados

anteriores.
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Figura 14

Desnudamiento de ovocitos fecundados y resultados blastocistos

[4]

Nota. En la imagen A se aprecia el desnudamiento a las 24 horas de maduracién de ovocitos
fecundados, mientras que en la imagen B se aprecia el desarrollo de blastocistos a los 5 dias
de cultivo con a-Tocoferol, donde se aprecia evaluacion de calidad morfoldgica embrionaria
propuesta por la IETS donde los blastocistos son clasificados en escala del 1 al 4. Se visualiza
el grado 1 expresado como estado Excelente o Bueno, con una masa embrionaria esférica y
homogénea, sus blastémeros se ven uniformes conforme al tamafio, su color y densidad; al
menos su integridad esta dentro del 85%. El grado 2 es un estado Regular, presenta
irregularidades de al menos el 50% descritas con caracteristicas moderadas en forma, tamafo,
color y densidad de sus células. Grado 3 y estado Malo, tiene muchas irregularidades en su
forma y tamafo de masa embrionaria, presenta el 25% de su material celular integro y
corresponde aun asi con una masa embrionaria viables. Por ultimo, el grado 4 con estado
Muerto o en degeneracién, su masa embrionaria tiene blastbmeros en desorden,
irregularidades mayoritariamente visibles al menos el 85% de su material celular se encuentra

desintegrado (Garcia Jorge et al., 2017).
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Capitulo V

Conclusiones

El uso de antioxidantes en la produccion in vitro de embriones bovinos mejora la
maduracién de ovocitos, la fertilizacion in vitro y la formacién de blastocistos, siendo el

Tocoferol el antioxidante que brindo mejores resultados en las tres fases antes mencionadas.

El a-Tocoferol a una concentracion de 100 uM produjo 88.89% de ovocitos maduros y
47.36% de blastocistos este porcentaje es 6ptimo en la produccién de embriones bovinos in

vitro.

El resveratrol en una concentracion de 0.5 uM gener6 el 82.95% de ovocitos maduros y

blastocistos en un 42.63%, estos datos coinciden con la mayoria de estudios similares.
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Recomendaciones

Realizar estudios del uso de a- tocoferol y resveratrol combinados en concentraciones
bajas con el fin de entender y comparar el rendimiento con estudios de antioxidantes que han

sido reportados de manera individual.

Hacer investigaciones de a- tocoferol y resveratrol en concentraciones bajas pero

dispuestos directamente en las soluciones de cultivo mas no en la solucién madre.
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