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Introduccion

Assisted reproductive technologies (ART): El objetivo principal de estas herramientas es

Inseminacién  artificial, transferencia  de maXImlzar el numero de (?rlas C_le animales
embriones, PIV de embriones,superovulacion y genéticamente superiores y difundir germoplasma
colecta de ovocitos, criopreservacion, semen en todo el mundo (Ferré et al., 2020).

sexado y Transferencia nuclear de células
somaticas (clonacion) (Ciani et al., 2021).

ovulos de vacas + espermatozoides — fuera del cuerpo de los
animales — embridn
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Introduccion

( )
La PIV de embriones: maduracion in vitro ( MIV ) de ovocitos, fertilizacion

in vitro ( FIV ) asi como desarrollo embrionario in vitro ( IVD)

90% de los ovocitos llegan con éxito a la etapa de Metafase I, cerca del
80% son fertilizados in vitro, y de estos, cerca del 50% se vuelven
blastocistos (Ciani et al., 2021). Entre el 20% y el 40% de los presuntos

cigotos cultivados alcanzaran la etapa de blastocisto (Ferré et al., 2020)
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Introduccion

borine o La obtencion de COCs,
Oocito se realiza a partir de los
primario ,

foliculos

Follculos Foliculo Foliculo
primarios secundario terciario

Region cortical Foliculo
Region
cortical

Ovulacion

Corpus albicans \ I

Ooxito

secundario
Ruptura

Regresion del folicular

cuerpo lateo Cuerpo luteo
Region medular Cuerpo albicans
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Objetivos

Objetivo General

Estudiar la maduracion de oocitos con resveratrol a partir de Foliculos de Graff de

[
0,3-20 mm de diametro.
Objetivos Especificos
e Recuperar ovocitos a partir de Foliculos de Graff de 0,3 — 20 mm de diametro.
e Madurar oocitos sin antioxidantes y con incubacion en camara de CO2 al 6%.
e Madurar oocitos con 100 uM de resveratrol y con incubacion en camara de CO2 al 6%.
e Evaluar los oocitos madurados in vitro con resveratrol.
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Materiales y Métodos

- Ubicacion Politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas

i Canton: Santo Domingo de los Colorados
f\n.‘\, Parroquia: Luz de América

| Direccién: Via Quevedo km 24, margen izquierdo

Ubicacion Ecologica

Zonade vida: Bosque humedo tropical
I Altitud : 224 msnm
Precipitacion: 2860 mm afio

Humedad relativa: 85%

4 Ubicacién Geografica
Latitud: 00°24° 36"
= —~ ~ = Longitud: 79°18 " 43"

Altitud: 270 msnm
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Materiales y Méetodos

Solucién de transporte/} [ Tiempo } [ Laboratorio }
Temperatura
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‘%-'— Materiales y Méetodos

Aspiracion
de foliculos
de Graaf

0VOCitos

[ ovocitos en solucion ] [ Seleccion y lavado de ]

dulbecco enriquecida

m-PBS m-PBS M-TCM-199 M-TCM-199 GOTAS DE
MADURACION
M-TCM-199
CUBIERTAS
CON ACEITE
MINERAL
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Materiales y Méetodos

DMSO a-tocoferol

Sol. 0.2 My 0.02 M de resveratrol y Sol. 0.2 M y 0.02 M de a-tocoferol

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

@ESPE




Materiales y Méetodos

[ Gotas de 100 pL de medio }
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Materiales y Méetodos

[ Incubacion: 38°C, con 90% de Humedad relativa (HR) y 6% COg2, por 24 horas. ]
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Materiales y Méetodos

Categoria 1: Posee un citoplasma finamente granulado,
homogéneo y que cubre por completo el &rea delimitada
por la zona pelucida.

OVOCITO GRADO | OVOCITO GRADO I

Categoria 2: El citoplasma granulado no se encuentra
distribuido de forma uniforme y que cubre por completo el
area delimitada por la zona peltcida.

Categoria 3: el citoplasma se encuentra vacuolado,
presenta fragmentaciones y no cubre por completo el
area delimitada por la zona peldcida.

Viables
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Resultados y Discusion

®

v 8

DolAzGa
N°R N° Antioxidante Resv. Resv. Resv. a-Toc. a-Toc. a-Toc.
Ovarios + 0 M 10 uM 100 pM 0 M 10 uM 100 pM

concentracién

N’ ovocitos Imom [ ] I mom [ | I ] I I A

seleccionados 4
1 106 120 3 9 4 7 8 3 4 7 1 3 8 4 4 9 3 6 8 3
2 102 120 2 8 4 6 8 4 3 5 2 3 7 5 4 9 4 5 8 3
3 114 120 3 9 4 7 8 3 3 5 3 2 8 4 3 8 3 4 7 4
4 107 120 3 8 4 7 7 4 4 6 3 3 9 4 3 8 4 5 7 4
Sub Total 11 34 16 | 27 31 14 |14 23 9 11 3217 |14 34 14 | 20 30 14
Total 429 480 61 72 46 60 62 64 | B C

.
A: ovocitos de grado I; B: ovocito de grado Il; - ’
|
C: ovocito de grado I -

-
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Resultados y Discusion

- e o o e m e e M m e M M e M M e e ey

Factor A Ovocitos madurados Categoria | Categoria Il Categoria lll [ - \|
1 o Diferencia significativa para el factor A,
(Antioxidantes) viables : para ovocitos de categoria I, I y III. :
Resveratrol 11,674 4,33 7,338 2,028 : e No hay diferencia en ovocitos viables :
\ I
a-Tocoferol 11,754 3,758 8,008 3,758 R 7
AT TEEEEEEEEEEEEEEEEEEEmEm_—- ~
Ovacitos maduros Viables Ovocitos de Categoria | ” \I
— : i o (Pennisi-Forell, 2013), el resveratrol
T S . SemEmEEES : posee una mayor actividad antioxidante !
T : L I que el a-tocoferol, debido a su
. e 5 . g : estructura quimica (2 anillos fendlicos y |
L — g I mas grupos OH") |
T I | a ;
100 \ -~ _ V4

.
Resvera trol Tocoferol ] Resvera trol Tocoferol
Antioxidante B Antioxidante “
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Resultados y Discusion

Ovocins Ma Factor B (Concentracion Ovocitos madurados Categoria | Categoria ll Categoria lll
de antioxidantes) viables
157 is
Resveratrol + 0 pM 11,2548 2,754 8,508 4,008
" 12
124 11
» 1 Resveratrol + 10 pM 14,50¢ b,75¢ 7,758 2,50~
©
3 9
o
z ¢ . : ¢ Resveratrol + 100 pM 9,254 3,504 5,754 2,258
2 8
7] 7
=]
& 6 - a-tocoferol + 0 pM 10,7548 2,754 8,008 4,258
s
4 4
4 4|4 4
3 s 3 a-tocoferol + 10 pM 12,008 3,50 8,508 3,50%8
2
‘ Resveratrol0 Resveratrol: 10 Resveratrol 100 Tocoferol:0 Tocoferol:10 Tocoferol100 B 5 5 5
Antioxi *Concentracion a-tocoferol + 100 pM 12,50 5,00 7,50 3,50
ﬁ Ovocitos viables [] Gradoll [] cradon B cradoill |
Nota: Considerar el valor de p < 0,05

(Torres-Osorio et al., 2019), usando 0.1, 1.0 y 10 uM de resveratrol: Concentraciones elevadas de Resveratrol
(40 uM) pierde el efecto positivo (Torres-
e redujo las ERO Osorio et al., 2019).

e aumento la concentracion de progesteronay GSH intracelular.
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Conclusiones

El resveratrol en la MIV demostro ser capaz de contrarrestar los efectos negativos de la
formacion de ERO, permitiendo mejorar la maduracion de los ovocitos bovinos.

La suplementacion de la MIV de ovocitos con 10 uM de resveratrol es el mejor método
para obtener una mayor cantidad de ovocitos viables (Grado 1y 2), pero sobre todo, es
el mejor método para obtener ovocitos de Grado 1

La técnica de MIV permite aprovechar gran parte de los ovocitos del ovario y en
combinacién con otras TRA, permite producir y diseminar un gran numero de crias
provenientes de animales de interés con superioridad genética.
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Recomendaciones

Utilizar resveratrol con una concentracion de 10 uM o una concentracion
ligeramente inferior

Estudiar el efecto del Licor Folicular en los procesos de MIV de embriones y su
combinacién con los antioxidantes.

Se recomienda preparar la solucion dulbecco enriquecida el mismo dia en el que se
realizara la aspiracion folicular

Dejar incubar al medio de maduracion por un tiempo mayor o igual a dos horas
antes de su uso, para gque se tempere y acondicione a los parametros del cultivo, y
no cause un estrés térmico sobre los ovocitos.
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