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Resumen

Actualmente las tecnologias de reproduccidn asistida (TRA) son esenciales en la industria ganadera, ya
gue han permitido mejorar la calidad del ganado y aumentar su produccién. Dentro de estas
herramientas biotecnoldgicas se encuentra la Produccién in vitro (PIV) de embriones, cuya base, al igual
gue en otras TRA, es la Maduracion in vitro (MIV) de los ovocitos, por lo que, tener una fuente de
ovocitos de buena calidad resulta crucial para el éxito o fracaso de estas técnicas. La formacién de
Especies reactivas de oxigeno (ERO) y los diferentes tipos de estrés, consecuencia del cultivo in vitro
(CIV) como tal, son los responsables de la perdida de la calidad, lo cual afecta el proceso de fertilizacién
y la tasa de embriones obtenidos al final del proceso. Actualmente se ha demostrado los antioxidantes
ayudan a contrarrestar estos efectos negativos, debido a esto, en el presente estudio, se realizé la MIV
de ovocitos bovinos recuperados de matadero suplementando el medio de maduracién con 0, 10 y 100
UM de resveratrol y a-tocoferol, dando como resultado una mejora significativa en la calidad de los
ovocitos madurados con 10 uM de resveratrol (72.5%), frente al 56.25 %, 46.25 %, 53.75 %, 60.00 %, y
62.5 %, de las suplementaciones con 0y 100 uM de resveratrol y con 0, 10 y 100 uM de a-tocoferol
respectivamente. La superioridad de la calidad de los ovocitos madurados con el resveratrol frente al a-
tocoferol, muy probablemente se deba a que este es un antioxidante mas poderoso debido a su
estructura quimica, la cual cuenta con dos anillos fenélicos y una mayor cantidad de grupos -OH. Esto
también podria explicar el motivo por el cual, la suplementaciéon con 100 uM deja de

ser favorable. Por lo que se concluye que la suplementacion del medio de maduracién con resveratrol
perite mejorar la calidad de los ovocitos madurados y se recomienda continuar estudiando mas
concentraciones de este antioxidante y evaluar su efecto en la Fertilizacion in vitro (FIV) y posterior PIV

de embriones, para aprovechar al maximo los beneficios que este antioxidante podrian aportar.

Palabras clave: Aspiracion folicular, ovocitos, maduracion, resveratrol, a-tocoferol.
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Abstract

Currently, assisted reproductive technologies (ART) are essential in the livestock industry, since they
have allowed improving the quality of livestock and increasing their production. Within these
biotechnological tools is the In Vitro Production (IVP) of embryos, whose base, as in other ART, is the In
Vitro Maturation (IVM) of the oocytes, therefore, having a source of good quality oocytes Quality is
crucial to the success or failure of these techniques. The formation of Reactive Oxygen Species (ROS)
and the different types of stress, a consequence of in vitro culture as such, are responsible for the loss of
quality, which affects the fertilization process and the rate of embryos obtained at the end. of process.
Currently, antioxidants have been shown to help counteract these negative effects, due to this, in the
present study, IVM of bovine oocytes recovered from the slaughterhouse was performed by
supplementing the maturation medium with 0, 10 and 100 uM of resveratrol and a-tocopherol.,
resulting in a significant improvement in the quality of oocytes matured with 10 uM resveratrol (72.5%),
compared to 56.25 %, 46.25 %, 53.75 %, 60.00 %, and 62.5 %, of supplementation with 0 and 100 uM of
resveratrol and with 0, 10 and 100 uM of a-tocopherol respectively. The superiority of the quality of
oocytes matured with resveratrol compared to a-tocopherol is most likely due to the fact that this is a
more powerful antioxidant due to its chemical structure, which has two phenolic rings and a greater
number of groups - OH. This could also explain why supplementation with 100 uM is no longer
favourable. Therefore, it is concluded that supplementation of the maturation medium with resveratrol
can improve the quality of matured oocytes and it is recommended to continue studying more
concentrations of this antioxidant and evaluate its effect on in vitro fertilization (IVF) and subsequent

PIV of embryos. to take full advantage of the benefits that this antioxidant could bring.

Keywords: Follicular aspiration, oocytes, maturation, resveratrol, a-tocopherol.
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Capitulo |

Introduccion

Las TRA se encuentran bien establecidas en la industria ganadera brindando valiosas
herramientas como la Inseminacidn artificial (1A), la Transferencia de embriones (TE), la PIV de
embriones, la criopreservacion, la Transferencia nuclear de células somaticas (TNCS), entre otras
(Urrego, Rodriguez & Niemann, 2014). Esto ha permitido resolver problemas de reproduccion y
disminuir el espacio generacional, para propagar rdpidamente material genético de alta calidad tomado

de animales destinados a la reproduccion (Ciani et al., 2021).

La PIV de embriones combinada con el uso de Semen sexado (SS) y la Seleccidon gendmica (SG)
actualmente estdn siendo aplicadas en Europa, Norteamérica y Sudamérica, debido a que presenta
ventajas como una mayor tasa de prefiez por unidad de tiempo, aumento de donantes femeninasy la
mayor posibilidad de obtener crias con el sexo deseado (Ferré et al., 2020). La PIV consta de tres etapas
principales: la primera etapa inicia con la MIV de los ovocitos, como segunda etapa se tiene la FIV de los
ovocitos MIV mediante coincubacidn con espermatozoides capacitados y la tercera etapa consiste en el
CIV de los cigotos hasta la obtencion de blastocistos, momento en el cual se encuentran aptos para ser

transferidos a una hembra receptora (Soto-Heras y Paramio, 2020).

Los ovocitos inmaduros se pueden obtener tanto de animales vivos mediante una aspiracion
guiada por ultrasonido, como de animales post mortem (de matadero, destinados a la produccion de
carne) mediante la extirpacién de los ovarios. En ambos, la extraccidn de ovocitos se realiza mediante la
aspiracion de los foliculos antrales, de entre 2 a 8 mm de tamafio, en los cuales, por lo general, se puede

obtener entre 4 a 5 ovocitos de grado 1y 2 (aptos para la maduracidn) por animal (Ferré et al., 2020).
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En bovinos, cerca del 30% de los ovocitos madurados de forma in vitro logran convertirse en
embriones que llegan al estadio de blastocisto (Urrego et al., 2014). Por lo tanto, aunque la PIV de
embriones bovinos actualmente funciona muy bien, aun se debe mejorar. De todos los ovocitos
aspirados, alrededor del 90% llegan con éxito a la etapa de Metafase Il, de los cuales, cerca del 80% son

fertilizados in vitro, y de estos, cerca del 50% se vuelven blastocistos (Ciani et al., 2021).

Aunque la mayor parte de las TRA busquen crear un entorno in vitro semejante al natural,
siempre se da el aumento progresivo de catabolitos, por lo cual aparecen sustancias daiinas para las
células gaméticas o sus productos, como en el caso de la formacidn de especies reactivas de oxigeno
(ERO). Por lo que resulta importante el uso de antioxidantes, los cuales podrian proteger a las células de
las ERO (Ciani et al., 2021). El resveratrol (Resv; 3,4,5-trihidroxi-trans-estilbeno), es un antioxidante que
se encuentra en la naturaleza como un compuesto polifenélico contenido en algunas plantas y en el vino
tinto (Spricigo et al., 2017). En los uUltimos afos diversos estudios tanto in vitro como in vivo han
reportado varias propiedades bioldgicas importantes entre las que se destacan efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, anticancerigenos y antiproliferativos, y recientemente se demostrd que el resveratrol

mejora el nimero vy la calidad de los ovocitos (Liu et al., 2018).

A pesar de que la aplicacion de diversos antioxidantes, incluyendo al resveratrol, ha ido en
aumento en los ultimos afios, no se tiene mucha informacién respecto a las concentraciones mas
idéneas y las etapas mas adecuadas para su aplicacion tanto solo como combinado con otros
antioxidantes (Madrid-Gaviria et al., 2019). Por tanto, es necesario estandarizar un protocolo de MIV
gue permita obtener ovocitos maduros de buena calidad, puesto que estos serviran posteriormente
como base para la produccion de embriones. Por tal razdn el presente estudio tiene como objetivo
evaluar la actividad antioxidante del resveratrol en la MIV de oocitos bovinos recuperados a partir de

foliculos de Graff de 0.3 - 20 mm de didmetro.
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Planteamiento del problema

Durante los ultimos 100 afios se han tenido grandes avances en las TRA, las cuales iniciaron con
la inseminacién artificial, la superovulacion y la criopreservacién de esperma con glicerol, y que
actualmente permiten realizar MIV de ovocitos, PIV de embriones, clonacién, transferencia de
embriones, analisis gendmico, edicidn genética, entre otras técnicas (Moore y Hasler, 2017). Pese a los
grandes avances en biotécnicas in vitro logrados en las ultimas décadas, alun se tienen varios obstaculos
por resolver, como en el caso de la maduracidn, fertilizacién o cualquier otro proceso in vitro, en donde
se genera estrés por calor y oxidativo, afectando el desarrollo de los ovocitos y de los embriones (Melo-

Sterza y Poehland, 2021).

Una de las mayores barreras a superar para el aprovechamiento y para el desarrollo de nuevas
técnicas reproductivas es la falta de ovocitos con buena fertilidad, para la PIV de embriones de calidad
(Telfer et al., 2000). La limitada calidad de ovocitos obtenidos mediante MIV afecta todo el proceso de
PIV de embriones y se traduce a bajos niveles de prefez, por lo que actualmente se busca resolver estas
deficiencias (Ferré et al., 2020). Para aumentar el éxito de las TRA se debe disponer de ovocitos maduros
de buena calidad, que permitan obtener un alto grado de FIV (Telfer et al., 2019). Una baja calidad de

ovocitos limita el éxito de técnicas como la clonacién animal (An et al., 2019).

Muchos protocolos usan antioxidantes como el resveratrol, con la finalidad de mejorar la MIV
de los ovocitos y la PIV de embriones, mediante la eliminacién de ERO o promoviendo la sintesis de GSH.
A pesar de que se ha probado una amplia variedad de antioxidantes en procesos in vitro se tienen pocos
estudios que evallen la eficacia de los antioxidantes en bufalos y bovinos (Currin et al., 2021). Por ello,
resulta imprescindible evaluar y estandarizar un método eficiente mediante la aplicacidén de resveratrol

en la MIV para obtener ovocitos maduros de buena calidad.
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Justificacion

La reproduccidn asistida en animales permite la obtencién de mds crias de la hembra en menos
tiempo de las que se podria obtener de forma natural a lo largo de toda su vida. El desarrollo de técnicas
de FIV incluso ha permitido la criopreservacion y facil transporte de los embriones, lo que facilita que

estos se puedan enviar a lugares lejanos, incluso de un pais a otro (Moore y Hasler, 2017).

La MIV de ovocitos bovinos es la base para la PIV de embriones y para otras TRA, en donde, una
maduracién molecular, nuclear y citoplasmatica adecuada es imprescindible para el futuro desarrollo
embrionario, sin embargo, no todos los ovocitos obtenidos en la MIV se convierten en embriones
viables debido a la formacién de ERO. Actualmente existen métodos en los que se ha implementado una
amplia gama de antioxidantes (Cajas et al., 2020). Uno de los antioxidantes que recientemente se ha
implementado en la MIV es el resveratrol, el cual puede ayudar a contrarrestar los efectos causados por
el estrés oxidativo en los ovocitos, mejorando la calidad de los ovocitos (Piras et al., 2020). Esto se debe
principalmente a que elimina las ERO y aumenta el contenido de glutatién (GSH) de los ovocitos (Itami

et al., 2015).

En los ultimos afios la demanda de embriones bovinos ha ido en aumento gracias a la
implementacion de las TRA por todo el mundo, para esto, se requiere de una gran cantidad de ovocitos
maduros de buena calidad, por lo tanto, se podria utilizar el resveratrol en la MIV de ovocitos, para
tener una fuente confiable de ovocitos maduros de buena calidad que permita satisfacer esta creciente

demanda (Nagano, 2019).
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar la maduracién de oocitos con resveratrol a partir de Foliculos de Graff de 0,3-20 mm de

didmetro.

Objetivos especificos

Recuperar ovocitos a partir de Foliculos de Graff de 0,3 —20 mm de diametro.
Madurar oocitos sin antioxidantes y con incubacion en camara de CO; al 6%.
Madurar oocitos con 100 uM de resveratrol y con incubacién en cdmara de CO;al 6%.

Evaluar los oocitos maduros in vitro con resveratrol.
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Capitulo I

Marco tedrico

Aparato reproductor de la hembra y su funcionamiento

El aparato reproductor de una vaca, al igual que en muchas hembras de otras especies
domeésticas esta constituido por los ovarios (gdnadas sexuales) y un sistema de érganos tubulares,
constituido por el oviducto, el Utero y la vagina, y en la parte mas externa, el vestibulo vaginal y la vulva,

como se muestra en la figura 1 (Leyva et al., 1999).

Figura 1

Esquema del aparato reproductor de la vaca
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Nota: Anatomia del aparato reproductor femenino conformado por: los ovarios, el oviducto, el ttero, el
cérvix, el canal del cérvix, la vagina y la vulva. Tomada de (Castro, 1984, p. 143).
Todas las estructuras importantes que conforman el aparato reproductor de la hembra bovina

se logran apreciar detalladamente en la figura 2, el cual posee dos ovarios, que tienen la tarea de
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producir los évulos y las hormonas estrégeno y progesterona, las cuales trabajan en sincronia y juegan
un papel importante en el mantenimiento y regulacion de la funcion y ciclo reproductivo hembra. El
oviducto es el encargado de receptar al évulo (célula sexual de la hembra) después de que ha
transcurrido la ovulacion y de transportar al espermatozoide (célula sexual del macho) hasta donde se
encuentra el évulo para que entren en contacto y ocurra el proceso de fertilizacién. Transcurrido el
proceso de fecundacidn, el oviducto se encarga de transportar al évulo fecundado hasta el utero. El
utero cumple con varias funciones importantes como: transportar los espermatozoides hasta el oviducto
(utilizando contracciones musculares); facilitar la implantacion del évulo fertilizado; asegurarse de que el
embrién no muera y tenga un éptimo desarrollo por medio de secreciones uterinas antes de la
implantacion que mejoran su nutricidn; instaurar un transporte de nutrientes al feto por medio de la

placenta; y expulsar la placenta y feto durante el proceso del parto (Castro, 1984, p. 143).

Figura 2

Organos del aparato reproductor de la vaca

Ovarios Cuerpo del ttero Vagina

Cuernos
del
utero

Ligamento ancho Cuello del Gtero

Nota: Fotografia del aparato reproductor de la hembra con todos los érganos genitales que lo

conforman. Tomada de (Luis Quintela, 2007, p. 23).
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La siguiente estructura importante del aparato reproductor de la hembra es el cérvix o cuello
del utero, la parte inferior y estrecha del Utero que se conecta con la vagina, formando una barrera
protectora para el Utero que impide el ingreso de cuerpos extrafios, capaces de provocar dafios o
infecciones en el Utero, que puedan desencadenar en un aborto en caso de existir prefiez. El canal del
cérvix se encuentra ligeramente obstruido por cuatro anillos y estd tapado por el moco cervical, el cual
normalmente es gelatinoso, pero se vuelve liquido durante el celo, permitiendo la cépula con el macho.
Como siguiente estructura tenemos a la vagina, localizada entre el cuello uterino y la vulva, y cumple
con varias funciones importantes como: la captacion del semen durante la monta natural o en procesos
de IA, y después de recibir al semen, permitird que este inicie su trayectoria hacia el cuello uterino y
posteriormente finalmente al Utero; se encarga de la lubricacién debido a la excitacién durante el
apareamiento, lo cual ayuda a la penetracidn del pene; permite la expulsién de fluidos hacia el exterior;
y funciona como canal de parto por el cual pasara el feto al momento de nacer. Finalmente, en el
aparato reproductor culmina con la vulva, una abertura externa visible seguida de la piel de la hembra,
la cual juega un papel importante en la reproduccion y el parto. La vulva esta conformada por: los labios
mayores y menores, los cuales rodean la abertura vaginal, protegiendo el tracto reproductivo; el clitoris,
una estructura pequefia, con alta sensibilidad, que se encuentra cerca de la abertura vaginal, y juega un
papel fundamental en la estimulacién sexual de la hembra; el orificio vaginal, donde el macho deposita
el semen durante la monta; y el orificio uretral, una estructura cercana al orificio vaginal, por donde la

hembra secreta la orina (Castro, 1984, p. 144).

Anatomia y fisiologia del oviducto

También conocido tuba oviductal o trompas de Falopio, estd conformado por dos estructuras

sinuosas que recogen y transportan hacia los cuernos uterinos a los ovocitos que salen de los foliculos
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de cada ovario, y es en estos donde se da la fecundacidn por medio del espermatozoide, para formar el

embridén, como se muestra en la figura 3 (Urroz, 1991, p. 206).

Figura 3

Esquema del oviducto
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Nota: Transporte y fecundaciéon del ovocito por medio de los espermatozoides, en el oviducto. Tomado
de (Ungerfeld, 2020, p. 186).

El oviducto esta conformado por tres secciones en base a sus funciones, como se logra apreciar
en la figura 4. Primeramente, tenemos al infundibulo, una estructura en forma de embudo, ubicada al
extremo del oviducto, conectando con el espacio peritoneal en las cercanias del ovario. Esta estructura
se encuentra libre, a excepcidn de una pequefia zona fijada en un extremo del ovario, mediante el cual
lo mantiene fijado. La parte superficial interna del infundibulo esta constituida por una capa de
numerosas estructuras en forma de dedos, brindando una capa suave denominada Fimbria, la cual se
extiende sobre la superficie ovdrica durante la etapa periovulatoria, para ayudar a capturar el évulo
recientemente liberado y dirigirlo hacia la ampolla del oviducto, a través del ostium (aberturas en los

extremos del oviducto). El oviducto bovino cuenta con dos ostiums, uno cerca del ovario por donde el
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ovocito es guiado e ingresado al oviducto, y otro en el extremo cercano al Utero, permitiendo una
comunicacion entre los ovarios y el oviducto, y entre el oviducto y el Gtero. La ampolla, es una zona
oviductal que abarca cerca del 50% del oviducto y esta conectada por un extremo al infundibulo y por el
otro al istmo, y este Ultimo se encuentra conectado al Utero, conformando la unién Utero-tubdrica. Esta
unién contiene mucosa y permite regular el paso de fluidos oviductales y de espermatozoides (Luis

Quintela, 2007, p. 24).

Figura 4

Oviducto

Infundibulo

Ampolla

Mesosalpinx

Nota: Las tres secciones que conforman al oviducto: Infundibulo, Ampolla e Istmo (forma la unién utero-

tubarica). Tomada de (Luis Quintela, 2007, p. 25)

Anatomia y fisiologia de los ovarios

La hembra cuenta con dos ovarios, los cuales son aplanados, con forma redondeada y una
consistencia estable y se encuentran en la cavidad abdominal, conectados al Utero por medio de los
oviductos, como se muestra en la figura 5. Suelen ser nodulares o tuberculados, debido a la aparicién de

los foliculos, los cuales suelen sobresalir del ovario. Son de menor tamafo que los testiculos del macho,
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sin embargo, no cuentan con una proporcién de tamafio fija con el tamafio corporal. Los ovarios de las
hembras sexualmente maduras tienen una forma, tamafo y peso que pueden ser distintos dependiendo

de la etapa del ciclo estral en la que se encuentren (Ungerfeld, 2020, p. 4).

Figura 5

Ovario conectado al cuello uterino por medio del oviducto

Nota: Se muestra el ovario bovino y las estructuras que lo conectan con el Utero: 1. Ovario; 2. Ligamento
propio del ovario; 3. Ampolla de la tuba uterina; 4. Istmo de la tuba uterina; 5. Cuerno del Utero; y 6.
Mesosalpinx. Tomado de (Ungerfeld, 2020, p. 4).

Por lo general, los ovarios de la vaca tienen una longitud y ancho de 2 y 3 cm respectivamente, y
tienen un peso aproximado de entre 10 a 15 g. Estos érganos dan lugar a los ovocitos y se encargan de
segregar hormonas. Los ovarios estan cubiertos por una capa fibrosa denominada tunica albuginea la
cual porta en su superficie una serie de cicatrices, los cuerpos luteos y los foliculos de varios tamafos.
Cuando ocurre una fecundacion, el cuerpo luteo rdpidamente empieza a crecer y desarrollarse y se
gueda asi durante todo el proceso de gestacion y culminando el parto, este sufre un proceso de

involucion, dejando en su lugar una cicatriz (Gloobe, 1989, p. 118).
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En la figura 6, se logra observar un ovario de buena calidad con su caracteristica forma
redondeada y firme. En la estructura ovdrica, se encuentra en primer lugar la médula ovarica, que se
encuentra en el centro del ovario. Esta zona esta formada por tejido conectivo y una red de arterias,
venas, vasos linfaticos y fibras nerviosas. Otra parte del ovario es la corteza o region oviductal. Aqui se
encuentran los dvulos en diversos estados de desarrollo, como primario, secundario, antral, atresia, etc.,
y el cuerpo luteo en diversos estados de desarrollo y maduracién. El estroma ovdérico esta compuesto
por una matriz fibrosa conectiva que contiene fibroblastos y fibrocitos, y forma las tecas ovaricas al

distribuirse alrededor de los foliculos (Luis Quintela, 2007).

Figura 6

Ovario bovino

Region cortical Foliculo .
Regién medular Regién

cortical

Region medular Cuerpo albicans

Nota: Corte longitudinal y corte histoldgico de un ovario bovino, en el cual se pueden observar las

distintas estructuras que lo conforman. Tomado de (Luis Quintela, 2007, p. 24)

Cuerpo luteo

El cuerpo Iuteo, también denominado cuerpo amarillo, es una estructura que se forma en el

ovario después de la ovulacidn, este se origina de las células de la granulosa que se ubican en la parte
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interna del foliculo ovaérico. Luego de 3 a 4 dias de haber finalizado la ovulacidn, el espacio que era
ocupado anteriormente por el foliculo se llena de células tecales de pequefio y gran tamafio, que se
transforman en células luteales, lo que marca el inicio de la formacion del cuerpo luteo.

En los siguientes dias, el cuerpo liteo incrementa su tamafio y empieza a sobresalir de la superficie del
ovario. Su crecimiento es bastante rapido y del séptimo al dieciseisavo dia, este logra desarrollarse por
completo. En el transcurso de la fase IUtea del ciclo reproductivo, el cuerpo lUteo genera progesterona,
hormona necesaria para alistar al Utero para la implantacion del embridn. No obstante, de no ocurrir la
fertilizacion y prefiez, el cuerpo IUteo pasa a degenerarse, reduciendo su actividad hormonal y
cambiando forma a una estructura pequena, la cual es conocida como cuerpo luteo albicas, el cual pasa
a un estado inactivo y debido a la reduccidn de la vascularizacion puede tomarse de un color

blanquecino, como se logra apreciar en la figura 7 (Luis Alaba, 2020, p. 103).

Figura 7

Cuerpo Luteo

Nota: Foliculos, Cuerpo luteo diestro y cuerpos albicans contenidos en el ovario bovino. Tomado de

(Denicol, 2013).
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Foliculos Ovdricos

Los foliculos son estructuras basicas de los ovarios, extremadamente importantes para la
reproduccidn, ya que cumplen con la funcién de dirigir procesos reproductivos y las fases del ciclo estral,
ademas, estos se encargan de la secrecién de hormonas y de ovocitos para la fecundacién, se
encuentran en la zona mds externa del ovario bovino, en donde se pueden observar en varios estadios
de desarrollo. Los foliculos son cavidades ovdricas que contienen ovocitos en diferentes fases de
formacion, en donde cada uno de estos puede llegar a ser liberado durante el proceso de ovulacién, y
segun (Filipiak et al., 2016), estos se pueden clasificar en varios tipos de foliculos:

Primeramente, se encuentran los foliculos primordiales, los cuales almacenan ovocitos inmaduros
envueltos en células planas, estos foliculos son los mas inmaduros y de menor tamano. Son identificados
histolégicamente en base a como estd constituido el ovocito, el cual se encuentra en la profase | de la
meiosis, especificamente en la fase de diploteno (Filipiak et al., 2016). En esta etapa el ovocito no
presenta una zona pellicida y se encuentra en el centro de células epiteliales granulosas planas, en
donde no aumenta de tamano (Rodgers y Irving, 2010). Ademas, estos foliculos presentan un didmetro
aproximado de 40 um y el ovocito un didametro aproximadamente de 30 um (Filipiak et al., 2016).

Luego se encuentran los foliculos primarios, en donde las células primarias que envolvian al 6vulo
empiezan a multiplicarse, adquiriendo una forma cubica. Por lo general, las hembras bovinas nacen con
un determinado nimero de foliculos ovaricos primarios y primordiales. Los Foliculos primarios se
caracterizan porque alrededor de los ovocitos las células de la granulosa empiezan a replicarse y
adquieren una forma cuboidal, por lo cual el foliculo empieza a aumentar su tamafio a un didmetro
aproximado de 40 a 80 um (Filipiak et al., 2016).

Después, se tienen a los foliculos secundarios, en donde el ovocito se encuentra rodeado por
dos o mas células foliculares, y se forma la zona pelucida, una cobertura conformada por

mucopolisacaridos, importantes para la fertilizacion y division celular. En esta fase los foliculos avanzan
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con su desarrollo y ocurre la divisidon de las células foliculares en dos partes, granulosa y teca
(Matamoros y Salinas, 2017, p. 97). Los foliculos aumentan su tamafio a aproximadamente 80-250um,
ya que se presentan varias capas de células de la granulosa y a la vez células de la teca (células mas
alargadas y fusiformes). Aqui las células de la granulosa empiezan a segregar el licor foliculary
mucopolisacdridos que forman la zona pellcida alrededor del ovocito (Filipiak et al., 2016).

Los foliculos terciarios o antrales: poseen una cavidad llena de liquido, en donde el évulo permanece
suspendido en una de las paredes del antro folicular. El ovocito continda con su desarrollo, en el cual,
aumentan sus capas de células, lo cual provoca que aumente el tamafio del ovocito y del foliculo
(Filipiak et al., 2016).

Los Foliculos Maduros preovulatorio, son idénticos a un foliculo antral, con la diferencia de que,
en este, el ovocito se ha desarrollado por completo, esta rodeado por una envoltura de células
granulosas y esta preparado para ser liberado (Filipiak et al., 2016).

Los foliculos de Graaf estan conformados por los foliculos terciarios y por los preovulatorios. Cuando
este alcanza la madurez, el ovocito se separa de la pared y es liberado durante la etapa de ovulacién.
Después de este proceso, el foliculo de Graaf queda completamente vacio y pasa a formar un cuerpo
|Gteo. El ovocito dentro del foliculo mide hasta 120 um y el foliculo por lo general llega hasta los 20mm
(Bouhier, 2016).

Finalmente, los foliculos atrésicos, son aquellos foliculos que no llegaron a culminar su correcto
desarrollo, por lo cual se degeneran. Estos se forman a partir de los foliculos de Graaf que no liberan el
6vulo, provocando una involucidn (Bouhier, 2016). Todas estas estructuras mencionadas se pueden

apreciar en la figura 8.
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Figura 8

Foliculos y cuerpos luteos
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Nota: esquema del ovario bovino con Cuerpos luteos maduros e inmaduros, y Foliculos (primarios,

secundarios, terciarios, atrésicos, de Graf, etc.). Tomado de (Ungerfeld, 2020).

Ciclo Estral

El ciclo estral aparece por primera vez en la hembra en la pubertad, a los 15 meses de edad. Este
tiene una duracidn de 21 dias y se divide en distintas fases: proestro, estro, metaestro y diestro. El
proestro es la etapa en donde los foliculos maduran y el Utero se adectia mediante un proceso de
irrigacion mas fuerte, durante 2 a 3 dias. La siguiente etapa es el estro y dura un promedio de 14 horas,
tiempo durante el cual ocurre y se manifiesta el celo, y se rompe el foliculo de Graff. También se reduce
la concentracion de la Hormona foliculoestimulante (FSH) y aumenta la de la Hormona Luteinizante (LH).
Luego de 12 horas de haber culminado el estro, se da el proceso de ovulacidn y dos dias posteriores al
estro, se manifiesta la hemorragia vulvar. El metaestro es la etapa en la que se da la construccion del
cuerpo luteo, subiendo la cantidad de progesterona. El diestro es una etapa de descanso entre los ciclos

astrales y dura una semana completa (Gloobe, 1989, pp. 119, 120).
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Figura 9

Diagrama del ciclo estral de la hembra
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Nota: Niveles de Progesterona, Estrégenos, LH y FSH, ovulacion y formacidon del cuerpo Idteo. Tomado

de (Mancilla, 2021).

Ovocito bovino

Los ovocitos bovinos son el gameto femenino, es decir, son las células sexuales de la hembra, las
cuales tienen la capacidad de ser fecundadas por un espermatozoide para permitir la formacién del
embridon. Una de las caracteristicas de los ovocitos bovinos es que poseen una elevada cantidad de

acidos grasos. Se estima que un ovocito inmaduro contiene aproximadamente 63 ug de acidos grasos,
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donde los fosfolipidos abarcan aproximadamente un 25% del total, mientras que, los dcidos grasos

saturados representan un 30% (Castafieda, 2009).

Recoleccion de ovarios de matadero

La recoleccion de los ovarios de matadero se realiza interviniendo en la cadena de faenamiento,
en donde se retiran los ovarios de la vaca sacrificada en el menor tiempo posible, menos de 30 minutos
desde el sacrificio del animal. Todos estos ovarios colectados se deben depositar en una solucién de
transporte, que consiste en una solucién salina con antibiético, dentro de recipientes temperados. Los
antibidticos que mas se suelen utilizar son: penicilina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, etc.
Estos ovarios se deben transportar al laboratorio de forma inmediata, en menos de seis horas desde el
inicio de la colecta. Un factor muy importante a tener en cuenta durante la recolecta y transporte de los
ovarios es la temperatura, la cual no debe descender de 30°C, para lo cual, se debe usar un recipiente

que permita la aislacion térmica (Espin, 2018).

Obtencidon de ovocitos

Los ovarios de la vaca, al igual que los de muchas otras especies de mamiferos, poseen foliculos
en diferentes fases de desarrollo que contienen ovocitos, de los cuales, solo una pequeiia fraccién llega
a ser utilizada por el animal durante su ciclo reproductivo. Las técnicas de colecta de ovocitos permiten
recuperar y obtener una gran cantidad de ovocitos que pueden ser madurados de forma in vitro, para
ser aprovechados para la PIV de embriones, o para otras técnicas importantes de reproduccion asistida
(Fernandez et al., 2010).

Dentro de los ovarios bovinos se puede encontrar una gran cantidad de ovocitos. Por lo cual, se
han disefiado varios métodos para extraer los ovocitos tanto de animales vivos como de post mortem.
Para la coleccién de ovocitos de animales in vivo, normalmente se utilizan técnicas como; endoscopia,

laparoscopia, aspiracion asistida por ultrasonido y mediante cirugia. Por otro lado, para la coleccion de
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ovocitos de vacas destinadas a sacrificio en el matadero, brinda muchas facilidades para el CIV de
embriones. Las técnicas mas comunes consisten en una aspiracion de ovocitos a través de los foliculos, y
mediante diseccidn del ovario. De estas, la aspiracion es la mas utilizada debido a que permite extraer
los ovocitos con mayor rapidez, lo cual es vital debido a los posibles descensos de temperatura. Por lo
general, los mejores ovocitos se encuentran en foliculos de 2 hasta 8 mm de didmetro, debido a que
estos ovocitos poseen una mejor capacidad de desarrollo. La mayor cantidad de ovocitos recuperados

por ovario es de aproximadamente diez ovocitos (Yamasaki et al., 2015).

Aspiracion folicular con jeringa

La aspiracidn post mortem consiste en la obtencidn de ovocitos a partir de ovarios recuperados
de las vacas sacrificadas en el matadero. Para ello, se succiona el contenido de los foliculos mediante
una jeringa y aguja, teniendo en cuenta que, el didmetro de la aguja es un factor importante a tener en
consideracidn para evitar causar dafios en los ovocitos aspirados. La aspiracion consiste en aspirar al
foliculo con una jeringa hipodérmica, con una aguja estéril de 18 a 21G. Los ovocitos aspirados se
depositan en una placa de Petri temperada, para la posterior seleccion de los ovocitos. El bisel de la
aguja utilizada puede llegar a influir en la aspiracidn de los foliculos, ya que, una aguja con bisel corto

limita la recoleccidn de ovocitos, mientras que, un bisel largo facilita este proceso (Espin, 2018).

Seleccion y clasificacion de los ovocitos

La seleccién y clasificacion de los ovocitos bovinos recolectados se realiza en el laboratorio,
utilizando un microscopio y por medio de parametros observables. Para ello, se realiza una valoracién
de la morfologia, la apariencia que posee su citoplasma, la apariencia de las células del cimulus que lo
rodean y el tamafio que posee el ovocito, no obstante, también es posible realizar una clasificacion en

base a las observaciones de la morfologia del ovario y el didmetro folicular (Espin, 2018).
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La seleccion segun la morfologia del ovocito.

La morfologia del ovocito permite saber con anticipacidn si este es viable y tiene el poder de
restablecer la fase meidtica, lo cual es fundamental para garantizar un buen comportamiento del
ovocito durante la maduracién. Esta seleccion se basa principalmente en dos aspectos. El primero se
realiza en base a la apariencia del citoplasma del ovocito, el cual debe poseer un granulado firme un
homogéneo, en donde no se presenten vacuolizaciones o se vea expuesto el espacio perivitelino. El
segundo aspecto para la clasificacién se basa en el aspecto y la morfologia del cimulo que rodea al

ovocito, el cual no debe estar extendido o disperso, sino macizo y sin aglutinarse (Espin, 2018).

Clasificacion de los ovocitos.

La clasificacion del ovocito se puede realizar de dos maneras, segun la formacion de las células del
cumulus y del citoplasma:

Segun, (Tenemaza y Merchan, 2019), en base a la formacidn de las células del cimulus, los
ovocitos pueden catalogar de la siguiente manera:
Categoria 1 (A): De buena calidad, posee tres o mds capas compactas de células del cimulus que se
encuentran alrededor de toda la superficie del ovocito.
Categoria 2 (B): De calidad regular, el ovocito esta rodeado por las tres capas de células del cimulus de
forma incompleta
Categoria 3 (C): De mala calidad, el ovocito esta rodeado por una capa extendida de células del cimulus.

Categoria 4 (D): De mala calidad, ovocitos denudados, sin células del cimulus.
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Figura 10

Categorias de ovocitos bovinos

Nota: Clasificacidn de los ovocitos bovinos en diferentes categorias, en base a las células de los cimulos
y del citoplasma. Tomado de (Tenemaza y Merchan, 2019).

Segun (Espin, 2018), la clasificacidn del ovocito en base a la apariencia del citoplasma esta dada
de la siguiente manera:
Categoria 1: Posee un citoplasma finamente granulado, homogéneo y que cubre por completo el area
delimitada por la zona pellcida.
Categoria 2: El citoplasma granulado no se encuentra distribuido de forma uniforme y que cubre por
completo el area delimitada por la zona peldcida.
Categoria 3: el citoplasma se encuentra vacuolado, presenta fragmentaciones y no cubre por completo
el drea delimitada por la zona pelicida.

Los ovocitos bovinos de categoria 1 o incluso de categoria 2, que posean al menos 3 capas de
células del cimulus, son éptimos para llevar a cabo el proceso de MIV, mientras que, los que poseen

menos de tres capas (grado 3 y 4) se descartan debido a su baja calidad (Quispe et al., 2018).
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Produccion in vitro de embriones bovinos

El proceso de PIV de embriones bovinos consta de 3 etapas fundamentales, las cuales
independientemente del protocolo que se esté utilizando, mantienen el mismo orden cronoldgico, el
cual es: maduracién de los ovocitos, fertilizacion de los ovocitos maduros y el cultivo de los embriones,
durante 7 dias aproximadamente para el caso de bovinos. Finalizada la MIV, se tiene cerca de un 90% de
ovocitos bovinos que lograron madurar con éxito (llegaron a la metafase Il); luego se da paso a la
fecundacién, misma que ocurre en un 80%, para lo cual se inicia la divisién hasta que logren alcanzar el
estadio de entre 2 a 4 células, y finalmente, cerca del 30 a 40% logran llegar al estadio de blastocisto
(Mucci et al., 2006)

La produccion de embriones es una herramienta biotecnoldgica que se utiliza para obtener una
gran cantidad de crias a partir de animales de excelentes caracteristicas y elevado valor genético, es
decir, permite generar un mayor nimero de embriones y crias seleccionadas por afio, lo que no cual no

es posible de forma natural, sin asistencia de estas herramientas biotecnoldgicas (Ferré et al., 2020).

Maduracidn in vitro de ovocitos bovinos (MIV)

La MIV de ovocitos consiste en una técnica utilizada para madurar los ovocitos fuera del animal,
en un ambiente artificial in vitro en el laboratorio, simulando a las condiciones del ambiente natural (el
aparato reproductor de la hembra), para lo cual los COCs son incubados en un medio de maduracion
(TCM 199), enriquecido con hormonas, antibidticos y sueros como fuente de proteina y demas

macromoléculas esenciales para el crecimiento y desarrollo del ovocito (Barrera, 2018)
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Figura 11

Ovocitos bovinos maduros

Nota: ovocitos bovinos madurados en TCM 199, después de 24 horas, vistos desde el
estereomicroscopio. Tomado de (Tenemaza y Merchan, 2019).

Esta técnica nos permite madurar un gran nimero de ovocitos de forma in vitro, para
posteriormente ser fertilizados y madurados, para poder obtener un embridn. Para conseguir la
maduracién de los ovocitos se han realizado muchas investigaciones mediante las cuales se han logrado
disefiar desde soluciones sencillas con sales balanceadas hasta medios muy complejos, en base a las
condiciones in vivo en donde se desarrolla y madura naturalmente, con el objetivo de obtener una
adecuada maduracién y un elevado porcentaje de ovocitos madurados. Entre los principales parametros
y elementos implementados en los medios de cultivo de los ovocitos, se encuentran: La temperatura, el
pH, la osmolaridad, las FSH y LH, estrégenos, aminoacidos, factores de crecimiento, suero de vaca en
estro, suero fetal bovino (SFB) y seroalbumina bovina (BSA). Por lo general, para la maduracién de
ovocitos se suele utilizar el medio TCM-199, suplementado con FSH y LH, estradiol, piruvato y suelo
sanguineo. Las hormonas FSH y LH, son muy importantes para el desarrollo de los ovocitos. La FSH

convierte en entorno del foliculo de andrégeno en estrégeno, y se encarga de aumentar la extensién de
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células del cimulo que envuelven al embridn, debido a que esta, es una hormona que favorece al
desarrollo, mas no a la maduracién. Por otro lado, se encuentran los estrégenos, los cuales permiten la
maduracién del ovocito. Los sueros de vaca en estro, BSF y BSA, brindan las proteinas necesarias,
aminoacidos, hormonas, factores de crecimiento, vitaminas y otros nutrientes, que ayudan a la
adecuada maduracién de los ovocitos, aumento de la fertilizacién y a un mejor desarrollo de los
embriones bovinos (Yamasaki et al., 2015).

La MIV de ovocitos se puede ver afectada por varios factores importantes, como el tiempo
transcurrido y la temperatura utilizada en el transporte de los ovarios desde el matadero al laboratorio,
el didmetro de los foliculos aspirados, la fase de desarrollo y el tamafio del ovocito, las sustancias
utilizadas en el medio de cultivo, los sueros y hormonas usadas, y el tiempo de incubacién, no obstante,
si se maneja con cuidado cada uno de estos factores, se puede garantizar una buena tasa de
maduracién. Uno de los indicadores del éxito de la MIV de los ovocitos es la extrusién del primer
corpusculo polar, llegado al estado de metafase Il, lo cual normalmente ocurre a las 24 horas o un poco

antes, iniciada la maduracion (Boubhier, 2016).

Medio para la MIV de ovocitos

El medio TCM-199 es el medio estandar para realizar la MIV de ovocitos bovinos, utilizado en la
mayoria de los laboratorios, ya sea con o sin la adicién de sueros. Sin embargo, los medios de cultivo
suplementados con hormonas mejoran la maduracion citoplasmatica en contraste con otros medios de
maduracién. El medio TCM 199 permite aumentar la divisién celular, con lo cual, mejora el desarrollo
embrionario, en comparacidn con otros medios de cultivo. Este es el medio que se utiliza como pilar
para la MIV de ovocitos, debido a sus efectos positivos en la maduracion y al éxito que ha tenido para el

posterior desarrollo de embriones (Espin, 2018).
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Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

La formacién de ERO, como el perdxido de hidrégeno(H20,), el anidn superdxido (0?7), radical
hidroxilo (OH") y los peréxidos organicos, se dan de forma natural en las células, y ocurre en el momento
en el que los electrones pierden rumbo en el transcurso de su transporte a través de la cadena
respiratoria mitocondrial y otras estructuras de transmisién de energia. A pesar de que las ERO
provoquen modificaciones en las células o sus componentes mediante la oxidacidn y tengan efectos
extremadamente dafiinos para las células y su correcto funcionamiento, dafiando el ADN y afectando a
proteinas y a la peroxidacién lipidica, los sistemas bioldgicos cuentan con distintos mecanismos
antioxidantes, que le permiten controlar la oxidacién causada por las ERO. Algunos de estos mecanismos
basan su funcionamiento en enzimas (superéxido dismutasa, glutatién peroxidasa, catalasa), mientras
gue otros no (a-tocoferol, acido ascdrbico, B-caroteno y glutatidon) (Morado et al., 2009).

Las afectaciones por oxidacién en un organismo ocurren cuando hay un desequilibrio entre las
ERO y el mecanismo antioxidante de las células. Los complejos ovocito-cumulus bovinos poseen un
sofisticado mecanismo antioxidante de tipo enzimatico. Durante la MIV de ovocitos bovinos, las
elevadas concentraciones de ERO, provocadas por las elevadas cantidades de glucosa en el medio de
maduracién, muestran graves afectaciones en los embriones bovinos hasta la fase de blastocisto. A
pesar de ello, varias investigaciones recientes sefialan que estas elevadas concentraciones de ERO se
pueden controlar y disminuir en el CIV aplicando antioxidantes (Morado et al., 2009) .

De forma in vivo el embridn bovino es protegido de las ERO y el estrés oxidativo mediante
hormonas, factores de crecimiento, agentes de defensa, proteinas y antioxidantes generadas por el
oviducto. Durante la MIV de los ovocitos bovino, la produccion de ERO se dispara, debido a la ausencia
del liquido oviductal, el cual funciona como mecanismo de proteccién contra el estrés oxidativo,
provocando que los ovocitos tengan una menor calidad y que los posteriores embriones que se

produzcan sean propensos a sufrir (Azam et al., 2021).
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Uso de antioxidantes en el medio de maduracion

Una de las técnicas mds importantes para contrarrestar los efectos perjudiciales del exceso de
ERO formado en los procesos in vitro, es la aplicacion de antioxidantes como: el acido ascérbico, el cual
se desempefia muy bien protegiendo a las células de las ERO y deteniendo la peroxidacidn lipidica; la
cisteamina, que eleva la concentracién de GSH, lo cual permite defender a las células del estrés
oxidativo; y la catalasa, la cual permite disminuir los niveles de ERO y células apoptoéticas en la MIV.
También se han empezado a utilizar antioxidantes exégenos de obtenido de la naturaleza, como el
resveratrol y la quercetina. No obstante, alin no se tiene claro qué antioxidante favorece de mejor
manera la PIV de embriones bovinos (Cajas et al., 2020).
La calidad y cantidad de embriones obtenidos de forma in vitro puede mejorar al suplementar los

medios con antioxidantes, ya que estos permiten mejorar las condiciones del cultivo (Azam et al., 2021).

Resveratrol.

El resveratrol. El resveratrol (3,4',5-trihidroxiestilbeno), es un compuesto polifendlico natural
que se encuentra en el vino tinto, piel, moras, ardndanos, mani, cacao, uvas, etc., que cuenta con
importantes propiedades antioxidantes a nivel extracelular e intracelular, debido a su peculiar forma.
Este antioxidante puede capturar con facilidad los diferentes tipos de ERO, por lo cual se ha empezado a
estudiar su efecto en los diferentes tipos de cultivo celular (Madrid-Gaviria et al., 2019).

El resveratrol, es un potente antioxidante producido por algunas plantas como mecanismo de
defensa, y en diversos estudios ha demostrado ser efectivo como compuesto antioxidante y
antinflamatorio e incluso, ha demostrado poseer propiedades antidiabéticas y ser eficiente en el control
y eliminacion de radicales libres, los cuales pueden causar dafios en las células mediante estimulaciones
en la mitocondria (Liu et al., 2023). Se ha reportado que este antioxidante tiene efectos

anticancerigenos, antidiabéticos y cardiovasculares, y su aplicacidn en la MIV de los ovocitos bovinos ha
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demostrado mejorar la maduracion de los ovocitos y el desarrollo de obtenidos de la fertilizacion de los
ovocitos madurados, mediante la eliminacion de las ERO y el aumento de las concentraciones

intracelulares de Glutation (Wang et al., 2014).

a-tocoferol

Usar el antioxidante a-tocoferol (vitamina E) durante la MIV de los ovocitos bovinos, permite
disminuir los efectos negativos del estrés oxidativo y el estrés causado por la competencia con otros
ovocitos a la que son inducidos en este sistema de maduracidn, este antioxidante otorga un método
similar al método de MIV tradicional, con la ventaja de que ofrece ovocitos de una mayor calidad, lo cual
permite aumentar la tasa de embriones obtenido después de la fertilizacién (Baez et al., 2021).

Este antioxidante es una molécula natural, efectiva para contrarrestar el estrés oxidativo. Varios
estudios han demostrado e informado un mayor rendimiento de blastocistos en el ganado bovino, y en

otros mamiferos, como las ovejas y cerdos (Bdez et al., 2021).

Figura 12

Estructura de a-tocoferol.

OH
H3C CH3

H3C

H3C Hg

Nota: Estructura molecular del a-tocoferol. Tomado de (Engin, 2009)

En su estructura, el a-tocoferol cuenta con dos anillos y una cadena larga de hidrocarburos, lo
cual le confiere una alta tolerancia. Pertenece a la vitamina E, una familia conformada por 8
compuestos, cuatro isoformas del a-tocoferol (a, B, y y 8) y cuatro isoformas del tocotrienol (o, B, y y 6),

todas liposolubles y con poder antioxidante (Engin, 2009) y (Mesa y Munné-Bosch, 2023). No obstante,
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el compuesto con mayor poder antioxidante y actividad biolégica del grupo perteneciente a la vitamina
E, es el a-tocoferol, el cual posee una consistencia viscosa de color amarillo, liposoluble, por lo cual no
puede disolverse en agua, pero si en solventes organicos (Trombino et al., 2022).

El a-tocoferol ha demostrado ser un antioxidante util para salvaguardar al embrién del impacto
perjudicial de los radicales libres tanto en sistemas in vivo, como in vitro, ya que reduce el deterioro de
las membranas celulares, protegen contra la peroxidacién lipidica y evadir la apoptosis en las células

(Azam et al., 2021).



Capitulo 1l

Materiales y métodos

Ubicacion del area de investigacién

Ubicacion politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas

Cantdn: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Sector: Hacienda “Zoila Luz”, Via Quevedo km 24

Ubicacion ecologica

Zona de vida: Bosque humedo tropical

Altitud: 224 msnm

Temperatura media: 24.6 °C

Precipitacidon: 2860 mm/afio

Humedad relativa: 85%

Heliofania: 680 horas luz/afio

Suelos: Franco Arenoso
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Ubicacion geogrdfica
El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccidon Animal, de
la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo, ubicado en la Hacienda Zoila Luz, Via
Santo Domingo-Quevedo km 24.
Latitud: 00° 24' 44” Sur
Longitud: 79 ° 18' 32” Oeste
Figura 13

Mapa de la ubicacion geogrdfica del lugar de investigacion
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Materiales

Transporte de ovarios

Tabla 1

Equipos, insumos, reactivos y muestras para el transporte de ovarios

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Cooler Vaso de Cloruro de sodio Ovarios
precipitaciéon (Nacl)
Balanza Papel aluminio Penicilina-
analitica Estreptomicina
Plancha de Puntas para Agua
agitacion micropipeta bidestilada
Micropipeta Frasco de
vidrio
Termodmetro Espatula
Probeta

Recipiente de

tapa ancha

Nota: Elaboracion propia
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Aspiracion de ovocitos

Tabla 2

Equipos, insumos, reactivos y muestras para la aspiracion de ovocitos

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Platina térmica Vasos de precipitacion NaCl Ovarios
Balanza analitica Micropipetas KCl

Plancha de agitacién Puntas para micropipeta KH,PO,4

Bafio Maria Placa de Petri Na;HPO4

Micropipeta Guantes MgCl,*6H,0

Estereomicroscopio Agujas hipodérmicas 18G CaCl,*2H,0

Medidor de PH

Jeringa de 10 mL

Papel aluminio

Gasas estériles

Espatula

Matraz Erlenmeyer

Bureta

Piruvato de sodio

Glucosa

Gentamicina

Albumina de suero bovino

(BSA)

Agua ultrapura

Agua bidestilada
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Equipos Insumos Reactivos Muestra
Filtro de jeringa de 0.22 Penicilina-Estreptomicina
micras

Nota: Elaboracién propia

Maduracion de ovocitos

Tabla 3

Equipos, insumos, reactivos y muestras para la maduracion de ovocitos

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Platina térmica Vaso de precipitacién Suero de ternera SFB Ovocitos
Estereomicroscopio Papel aluminio Medio TCM 199 1X

Incubadora Puntas para micropipeta Resveratrol

Cédmara de flujo Placa de Petri Aceite mineral para cultivo

laminar celular

Micropipeta Guantes LH

Plancha de agitacién Tubos eppendorf FSH

Balanza analitica Baldn de aforo a-tocoferol

Agua bidestilada

Tubos falcon Agua ultrapura
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Equipos Insumos Reactivos Muestra
Filtro 0,2 um Gentamicina
Cajas Nunc Piruvato de sodio
Bureta Dimetil Sulféxido (DMSO)

Nota: Elaboracion propia

Métodos

Solucion de transporte y lavado de ovarios.

Para preparar 1 L de solucidn, se disolvié 8,5 g de NaCl y 80 pL de penicilina/estreptomicina en
500 mL de agua bidestilada, se agito y aforé hasta completar el volumen requerido, una vez obtenida la

solucidn se refrigerd hasta su uso.

Solucion Dulbecco Normal.

Para preparar un volumen de 500 mL de solucidn dulbecco-Normal, primero se prepard Buffer
de Fosfatos (PBS), para lo cual se midié 200 mL de Agua Ultrapura vy se disolvié 4 g de NaCl; 0.1 g de KCl;
0.72 g de Na2HPO4; 0.12 g de KH2PO4, se aford a 250 mL y ajusté el pH a 7.4 con HCI. Luego se afiadio
0.018 g de Piruvato de Sodio y 0.5 g de Glucosa en los 250 mL de PBS. Posteriormente, en 100 mL de
Agua Ultrapura se disolvié 0.5 g de MgCI2*6H20 y 0.5 g de CaCI2*2H20 y se transvasé a los 250 mL de la

solucidn anterior. Esta solucidn se conservo a 4°C por un tiempo maximo de 30 dias.

Solucion Dulbecco Enriquecida (Medio de lavado y aspiracion de ovocitos).

Para preparar un volumen de 100 mL de medio de lavado y aspiracion de ovocitos, se tomé 100

mL de dulbecco-Normal, se afiadid 50 pL de Gentamicina, 0.3 g de SFB, dejando que este ultimo se
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disuelva por completo sin agitacion, y se filtré usando el filtro de jeringa. La solucidon se prepard y usé el

mismo dia, y se descarté el sobrando.

Solucion de Antioxidantes.

Para preparar la solucidn de resveratrol se disolvié 0.01 g de resveratrol puro en 219.06 plL de
DMSO, obteniendo asi, una solucién de 0.2 M de resveratrol, necesaria para preparar el medio de
maduracién con 100 uM de resveratrol. A partir de esta primera solucion, se tomé 100 plL y se afiadio
900 puL de DMSO para preparar una dilucién con una concentracion de 0.02 M de resveratrol, necesaria
para preparar el medio de maduracién con 10 uM de resveratrol.

Para preparar la solucién de a-tocoferol se disolvié 0.02 g del a-tocoferol puro en 232.17 plL de
DMSO, obteniendo asi, una solucién de 0.2 M de a-tocoferol, necesaria para preparar el medio de
maduracién con 100 uM de a-tocoferol. A partir de esta primera solucién de a-tocoferol, se tomé 100
pLy se afadié 900 pL de DMSO para preparar una dilucién con una concentraciéon de 0.02 M de a-
tocoferol, necesaria para preparar el medio de maduracién con 10 uM de a-tocoferol. Para los medios
con 0 uM de resveratrol y de a-tocoferol, se colocé el DMSO en un tubo eppendorf debidamente

rotulado.

Medio de maduracion TCM 199 1X.

Para preparar el medio de maduracién se usé un tubo Falcon estéril en donde se agregd 9 ml de
TCM 199 (en stock), 1 ml de Suero Fetal Bovino (SFB), 10 pL de Gentamicina, 10 pL de Piruvato de sodio
(0.2 mM), 10 pL de Epidermal, 10 pL de LH, 15 pL de FSH, se filtré con un filtro de jeringa de 0.22 umy

se incubd por al menos 2 horas, con la tapa del tubo sin enroscar.
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Medio de maduracion TCM 199 1X con antioxidantes.

Se prepararon los medios de maduracidn con las respectivas concentraciones de resveratrol (0,
10y 100 uM) y a-tocoferol (0, 10 y 100 uM), disolviendo 5 uL de cada solucidn y dilucién de antioxidante
en sus respectivos tubos Falcon con 10 mL de medio de maduracién TCM 199 1X, correctamente

etiquetados.

Colecta, transporte y lavado de los ovarios

La colecta de los ovarios bovinos se realizé en el matadero de Santo Domingo de los Tsachilas,
en la Empresa Publica Mancomunada del Trépico Himedo (EPMTH), ubicada aproximadamente a 32 km
del Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal. Los ovarios se extrajeron del aparato
reproductor de la hembra, en el drea de extraccion de visceras, pocos minutos después del sacrificio del
animal (entre 10 a 15 minutos) y rapidamente se colocaron en la soluciéon de transporte que estaba
dentro del cooler a una temperatura de 35 a 37°C. Culminada la colecta, se cerraron bien los recipientes
con los ovarios y se realizé el transporte de estos desde el matadero al laboratorio. Una vez dentro el
laboratorio, los ovarios se sacaron del cooler y se colocaron en la solucidn de lavado de ovarios,

temperada a 37°C, en el bafio Maria.

Recuperacion de los complejos Cumulus-Ovocitos (COCs)

La recuperacion de los COCs se realizé mediante la puncidn y aspiracion folicular, para lo cual, se
seco la superficie del ovario con ayuda de una gasa o toallas de papel limpias, se tomé una jeringa de 10
ml con una aguja de 18G, se cargd con 1 a 2 ml de la solucién dulbecco enriquecida temperada entre 35
a 37°C, se realizd la puncion de los foliculos del ovario y se aspird el contenido. Después se vacid
despacio y con cuidado el liquido aspirado de las jeringas en placas de Petri con solucion dulbecco

enriquecida, ubicadas sobre la platina térmica. Finalizada la extraccién del liquido de los ovarios bovinos,
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se procedid a seleccionar los COCs y pasarlos a nueva placa con solucion dulbecco sobre la platina
térmica, para separarlos de cualquier impureza. Después se clasificd y evalud los ovocitos segun la
estructura del citoplasma y las células de cimulos, para colocar los de grado 1y 2 en una nueva placa de
Petri temperada y con Medio de Maduracion TCM 199 1x, en lugar de solucidn dulbecco. Finalmente, se
colocaron los ovocitos en una cuarta placa de Petri con nuevo medio de Maduracién, para asegurar el

correcto lavado y limpieza de los COCs, como se muestra en la figura 12.

Maduracion de ovocitos

En una placa Nunc, se formaron las gotas de 100 pL de medio de maduracion TCM 199 1X,
previamente suplementados con las diferentes concentraciones de antioxidantes, y se recubrieron con
750 uL de aceite mineral para cultivo celular, dentro de la cdmara de flujo laminar. Se tomaron varios
COCs de grado 1y 2 de la cuarta placa de Petriy se sembraron en las gotas de medio, para evaluar el
efecto del antioxidante en la maduracién. Finalmente, se colocé a madurar en la incubadora a 38°C, con

90% de Humedad relativa (HR) y 6% CO,, por 24 horas.

Figura 14

Esquema del correcto lavado y maduracion de los ovocitos bovinos

m-PBS m-PES M-TCM-199 M-TCM-199 GOTAS DE
MADURACION
M-TCM-199
CUBIERTAS
CON ACEITE
MINERAL

Nota: Cada ovocito puesto a madurar fue previamente lavado en dos placas de con solucién dulbecco

enriquecida y dos de medio de maduracién. Tomado de (Filipiak y Larocca, 2012, p. 9)
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Evaluacion de la maduracion

Después de 24 horas de incubacidn, se retird la placa Nunc de la incubadora y se observaron los
ovocitos bajo el estereomicroscopio para en analisis de la maduracion. El proceso de evaluacion de la
maduracién de los ovocitos se basd en observar el aumento en el nimero de las capas de las células del

cumulus.

Disefio experimental

Factores de experimento

Tabla 4

Factores y niveles a probar en el trabajo de experimentacion

Factores Simbologia Niveles
Antioxidantes a0 Resveratrol
al a-tocoferol
Concentracion de antioxidantes b0 0ouM
bl 10 uM

b2 100 pM
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Tratamientos que comparar

Tabla 5

Tratamientos que comparar en el trabajo de experimentacion

N° Tratamiento Interacciones Unidades Experimentales
T1 a0bo Resveratrol + 0 uM
T2 alb1 Resveratrol + 10 uM
T3 alOb2 Resveratrol + 100 uM
T4 albo a-tocoferol + 0 uM
T5 albl a-tocoferol + 10 uM
T6 alb2 a-tocoferol + 100 uM

Tipo de diseho

Para el analisis estadistico de este estudio se utilizé un ANOVA DBCA con arreglo factorial AxB (1x4),

donde el factor A corresponde al antioxidante y el factor B a la concentracidn del antioxidante.

Repeticiones

Se realizaron 4 repeticiones para cada tratamiento, obteniendo un total de 24 unidades experimentales.

Andlisis funcional

Para evaluar los resultados significativos de cada variable analizada en el estudio se aplicé una prueba

de Tukey (p<0,05).
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En el presente trabajo se utilizaron 429 ovarios de vacas faenadas, de los cuales se logré recuperar 480

ovocitos, obteniendo de tal manera una maduracién de 76,04 %. El promedio de recuperacién de

ovocitos por cada ovario fue de 1,12. En la Tabla 6 se muestra el registro de los ovarios y ovocitos

utilizados en la parte experimental del trabajo.

Tabla 6

Registro de ovarios y ovocitos utilizados en cada tratamiento

N°R N° Antioxidante Resv. Resv. Resv. a-Toc. a-Toc. a-Toc.
Ovarios + 0o pum 10 um 100 uMm 0o pMm 10 uMm 100 um
concentracion
N° ovocitos I [ I 1} I | I 1] I m [ | 1] [ | 1]
seleccionados
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

Nota: Elaboracion propia




Figura 15

Ovocitos madurados después de 24 horas

Nota: Ovocitos cultivados en medio de maduracién TCM 199 1X, después de 24 horas. Fuente:

Elaboracién propia

Categorizacion de los ovocitos

e Gradol

e Gradoll

e Gradollll
Figura 16.

Clasificacion de ovocitos madurados

Nota: A: ovocitos de grado lll; B: ovocito de grado Il; C: ovocito de grado |. Fuente: Elaboracion propia
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Figura 17

Resumen de la cantidad de ovocitos madurados
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9

Resveratrol:100 Tocofercl0
Antioxidante*Concentracion

Resveratrol0 Resveratrol:10

Tocoferol10

Tocoferol:100

|i Ovocitos viables |:| Grado | |:| Grado ll

B Gradom ‘

Nota: Comparacion entre tratamientos para la obtencién de ovocitos maduros viables (Grado Iy Il) y no

viables (Grado )

Analisis de varianza

Tabla 7

Andlisis de varianza de la maduracion de ovocitos viables

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Antioxidante 0,0416667 1 0,0416667 0,04 0,8362

B: Concentracidn 28,5833 2 14,2917 15,18 0,0002

C: Réplica 8,125 3 2,70833 2,88 0,0710
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Fuente Suma de GL Cuadrado Razén-F Valor P
Cuadrados Medio

INTERACCIONES

A*B 34,0833 2 17,0417 18,10 0,0001

RESIDUOS 14,125 15 0,941667

TOTAL 84,9583 23

Nota: Considerar el valor de p < 0,05

En los resultados obtenidos del analisis de varianza de la maduracién de ovocitos viables,

considerando el valor de p<0,05, se determind que existe diferencia significativa en el factor B

(Concentracion de antioxidante) y en la interaccién AxB (Antioxidante x Concentracién de antioxidante),

mientras que, en el tipo de antioxidante y réplicas, no existe diferencia significativa.

Tabla 8

Andlisis de varianza de la maduracion de ovocitos de categoria |

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Antioxidante 2,04167 1 2,04167 8,08 0,0124

B: Concentracion 23,0833 2 11,5417 45,66 0,0000

C: Réplica 2,45833 3 0,819444 3,24 0,0519

INTERACCIONES
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Fuente Suma de GL Cuadrado Razén-F Valor P
Cuadrados Medio

A*B 23,5833 2 11,7917 46,65 0,0000

RESIDUQOS 3,79167 15 0,252778

TOTAL 54,9583 23

Nota: Considerar el valor de p < 0,05

En cuanto a los resultados obtenidos del analisis de varianza para la maduracion de ovocitos

maduros de grado |, usando dos tipos de antioxidantes a diferentes concentraciones, se encontré que

existe diferencia significativa en el factor A (Tipo de antioxidante), en el factor B (Concentracion de

antioxidante), y en la interaccion AxB (Antioxidante x Concentracion de antioxidante). Por otro lado, se

determiné que no existe diferencia significativa en las réplicas.

Tabla 9

Andlisis de varianza de la maduracion de ovocitos de categoria Il

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Antioxidante 2,66667 1 2,66667 6,15 0,0255

B: Concentracion 13,0833 2 6,54167 15,10 0,0003

C: Réplica 2,0 3 0,666667 1,54 0,2456

INTERACCIONES
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Fuente Suma de GL Cuadrado Razén-F Valor P
Cuadrados Medio

A*B 5,08333 2 2,54167 5,87 0,0131

RESIDUOS 6,5 15 0,433333

TOTAL 29,3333 23

Nota: Considerar el valor de p < 0,05

En la tabla 9, se muestran los resultados obtenidos del andlisis de varianza de la maduracién de

ovocitos de grado Il, en la cual se determind que existe diferencia significativa entre los factores Ay B,

tipo de antioxidante y concentracion de antioxidante respectivamente, y en la interaccion AxB que

corresponde a Tipo de antioxidante x Concentracidn de antioxidante, mientras que en las réplicas no se

encontré diferencia significativa.

Tabla 10

Andlisis de varianza de la maduracion de ovocitos de categoria Il

Fuente Suma de GL Cuadrado Razon-F Valor P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Antioxidante 4,16667 1 4,16667 11,36 0,0042

B: Concentracion 7,58333 2 3,79167 10,34 0,0015

C: Réplica 1,0 3 0,333333 0,91 0,4600

INTERACCIONES
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Fuente Suma de GL Cuadrado Razén-F Valor P
Cuadrados Medio

A*B 1,08333 2 0,541667 1,48 0,2596

RESIDUOS 5,5 15 0,366667

TOTAL 19,3333 23

Nota: Considerar el valor de p < 0,05

En cuanto a los resultados obtenidos en la Tabla 10, correspondiente al andlisis de varianza de la

maduracién de ovocitos de grado lll, se encontré que existe diferencia significativa en el factor A (Tipo

de antioxidante) y en el factor B (Concentracidn de antioxidante), mientras que en la interaccion AxB y

en las réplicas no se encontrd diferencia significativa.

Tabla 11

Prueba de significancia de Tukey para el Factor A (Antioxidantes)

Factor A Ovocitos madurados Categoria | Categoria ll Categoria lll
(Antioxidantes) viables
Resveratrol 11,674 4,334 7,334 2,924
a-tocoferol 11,75 3,758 8,008 3,758

Nota: Considerar el valor de p < 0,05
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Estudio del efecto de los tipos de antioxidantes (Factor A) en las variables de estudio
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En la tabla 11y en la Figura 18, los resultados de la prueba de significancia de Tukey muestran
las medias obtenidas para los ovocitos maduros viables (suma de ovocitos de Categoria | y Il), ovocitos
de categoria |, Il y lll. A partir de los resultados se logré determinar que, el medio de maduracién con los
dos antioxidantes (resveratrol y a-tocoferol) no muestran diferencia significativa al momento de
obtener ovocitos maduros viables, ya que se obtuvo una total de 11,67 con resveratrol y 11,75 con a-
tocoferol. En el caso de la obtencién de ovocitos madurados de categoria I, se obtuvo diferencia
significativa, en donde se observé que la aplicacién de resveratrol permite recuperar un mayor nimero
de ovocitos de categoria | (4,33), mientras que, la aplicacion de a-tocoferol disminuye el nimero de
ovocitos de categoria | (3,75). En cuanto a los resultados de la obtencidn de ovocitos madurados de
categoria ll, se determind que el uso de a-tocoferol en el medio aumenta el nimero de ovocitos de esta
categoria, ya que presenta un valor de 8,00, mientras que, el nimero de ovocitos de categoria ll
disminuye al aplicar resveratrol como antioxidante (7,33). Por ultimo, en los datos obtenidos de la
maduracién de ovocitos de categoria lll, se encontré una menor cantidad al aplicar resveratrol (2.92),

mientras que en la aplicacion de a-tocoferol aumenta el nimero de ovocitos de categoria Ill.

Tabla 12

Prueba de Tukey para el Factor B (Concentracion de antioxidante)

Factor B (Concentracion  Ovocitos madurados Categoria | Categoria ll Categoria lll
de antioxidantes) viables
oum 11,00% 2,75% 8,258 4,13°
10 uM 13,258 5,13¢ 8,138 3,00%
100 pM 10,88% 4,258 6,63* 2,88%

Nota: Considerar el valor de p < 0,05



Figura 19

Estudio del efecto de las concentraciones de antioxidantes (Factor B) en las variables de estudio
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Mediante la tabla 12, se determind que la concentracién idénea de antioxidantes es 10 uM, ya
que se logré recuperar un total de 13,25 ovocitos madurados viables, de los cuales 5,13 corresponden a
ovocitos de categoria | y 8,13 a ovocitos de categoria Il, mientras que, una concentracion de 100 uM
permitié recuperar un total de 10,88 ovocitos madurados viables que comprende 4,25 ovocitos de
categoria |l y 6,63 de ovocitos de categoria I, por Ultimo, sin la aplicacidon de un antioxidante en el medio
de maduracidn se logré rescatar un total de 11,00 ovocitos madurados viables de los cuales 2,75 son de
ovocitos de categoria | y 8,25 de ovocitos de categoria Il. En el caso de los ovocitos madurados de
categoria lll, la concentracién que obtuvo un menor nimero fue a 100 uM con un total de 2,88, seguido
de 10 uM con un total de 3,00, vy, por ultimo, sin el uso de antioxidantes en el medio de maduracién (0

M) se observa un mayor nimero de ovocitos de categoria lll (4,13).

Tabla 13

Prueba de Tukey para la interaccion AxB (Antioxidante x Concentracion de antioxidante)

Factor B (Concentracion Ovocitos madurados Categoria | Categoria ll Categoria lll
de antioxidantes) viables
Resveratrol + 0 M 11,258 2,754 8,508 4,008
Resveratrol + 10 uM 14,50¢ 6,75¢ 7,758 2,50%
Resveratrol + 100 uM 9,254 3,50* 5,75% 2,25%
a-tocoferol + 0 pM 10,758 2,754 8,008 4,258
a-tocoferol + 10 pM 12,008 3,50* 8,508 3,50%8
a-tocoferol + 100 pM 12,508¢ 5,008 7,508 3,50%8

Nota: Considerar el valor de p < 0,05
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En la tabla 19, se observa la diferencia que existe en cada uno de los tratamientos que se
evaluaron en la interaccién A*B (Tipo de antioxidante*Concentracion de antioxidante), en el cual se
encontrd que para obtener un mayor nimero de ovocitos madurados viables es mejor la aplicacién de
resveratrol a una concentracion de 10 uM, ya que en el presente estudio se logrd obtener un total de
14,50 ovocitos madurados viables, de los cuales 6,75 corresponden a ovocitos de categorialy 7,75 a
ovocitos de categoria Il. Por otro lado, se determind que a una alta concentracién de resveratrol (100
M) solo se logré recuperar un total de 9,25 ovocitos madurados viables, de los cuales 3,50
corresponden a ovocitos de categoria | y 5,75 a ovocitos de categoria Il. En el medio de maduracién
aplicando a-tocoferol a 100 uM se logrd recuperar un total de 12,50 ovocitos madurados viables, de los
cuales, 5 corresponden a ovocitos de categoria | y 7,50 a ovocitos de categoria Il, seguido de la
aplicacién de a-tocoferol a 10 uM, tratamiento en el cual se obtuvo un total de 12 ovocitos madurados

viables, de los cuales 3,50 corresponden a ovocitos de categoria | y 8,50 a ovocitos de categoria Il.
Discusién

En la MIV de los ovocitos bovinos, tanto con el resveratrol (1.0, 10 y 100 uM) como con el a-
tocoferol (1.0, 10 y 100 uM), se obtuvieron promedios similares de ovocitos viables (grado 1y 2) y no
viables (grado 3), no obstante, a pesar de haber aplicado antioxidantes, se continué obteniendo ovocitos
maduros de grado 3, es decir, ovocitos maduros de mala calidad. Segiin (Wang et al., 2014), esto puede
deberse a que los ovocitos obtenidos en del CIV posen una competencia mucho menor en comparacion
a los ovocitos de un proceso in vivo, ademas, en un sistema in vitro se pueden forman ERO y los ovocitos
tienden a estar mas vulnerables a problemas de estrés oxidativo, es por ello que en muchos de los
proceso de MIV de los ovocitos, se pueden utilizar diferentes tipos de antioxidantes como: B-
mercaptoetanol, cisteina, cisteamina, antocianina y melatonina, a la MIV y a PIV de embriones.

La MIV de los ovocitos bovinos en medio de maduracién con los antioxidantes (resveratrol y a-

tocoferol), no mostrd diferencia significativa. Esto se debe a que en todos los tratamientos las tasas de
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ovocitos viables y no viables al culminar la maduracién fueron bastante similares. Esto coincide
resultados de investigaciones cientificas como la de (Salzano et al., 2014), en la cual se estudié el efecto
del resveratrol (0, 0.1, 0.25 y 1uM) en la MIV de ovocitos bovinos, en la cual obtuvieron que no hubo
diferencias significativas en el porcentaje de maduracién, sin embargo, encontraron que estos ovocitos
tenian una calidad superior a los del control, lo cual fue evidente al realizar la criopreservacion, en
donde obtuvieron una criotolerancia del 67.3% frente al 50.3% del control (con P<0.01), y encontraron
algo similar en la fase final del estudio, en donde obtuvieron que la tasa de eclosidn fue de 58.9% frente
al 30.9% del grupo control (con P<0.01), debido a la calidad superior de los ovocitos obtenidos en la
maduracién con el antioxidante, lo cual nos deja claro que, aunque no aumenta significativamente la
cantidad de ovocitos en la MIV usando el resveratrol, la calidad de estos resulta mucho mayor,
permitiendo que procesos como la criopreservacion y PIV con estos ovocitos sean mucho mas exitosos.

Otros investigadores como (Chinen et al., 2020), mencionan que el resveratrol protege a los
ovocitos bovinos en los procesos in vitro de las posibles lesiones que estos puedan generar, debido a
gue los ovocitos se encuentran expuestos a varios tipos de estrés que podrian afectar drasticamente el
proceso de maduracion. De igual manera, (Takeo et al., 2014), realizaron estudios de la MIV de ovocitos
con resveratrol y encontraron que, los niveles de ATP se encontraban muy por encima de los reportados
en el grupo control, lo cual se debe a que el resveratrol mejora la funcién mitocondrial de los ovocitos,
permitiendo que estos tengan una mejor competencia y por ende, tengan una mejor maduracién, lo
cual fue evidenciado al encontrar un aumento en las tasas de fertilizacién en comparacién a los ovocitos
madurados sin antioxidante. Esto explica en parte la superioridad en cuanto a calidad de los ovocitos
obtenidos de la MIV con el resveratrol.

Por otro lado, la MIV con el a-tocoferol también permitié obtener ovocitos bovinos de mejor
calidad, como en el estudio realizado por (Baez et al., 2021), en donde encontraron que este

antioxidante a concentracion de 100 uM mejord el proceso de MIV de los ovocitos e impidié que
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ocurran danos en el ADN de los embriones. Al igual que con el antioxidante resveratrol, investigadores
como (Azam et al., 2021), mencionan que la MIV de ovocitos bovinos con acidos grasos como el a-
tocoferol (vitamina E) permiten obtener ovocitos de alta calidad, debido a que estos antioxidantes
reducen las afectaciones en la membrana celular, causados en el CIV.

A pesar de que en todos los tratamientos se obtuvo una tasa de ovocitos maduros viables (de
grado 1y 2) bastante semejante, la mayor cantidad de ovocitos de grado 1 se obtuvieron con el
resveratrol, mientras que, con el a-tocoferol, se obtuvo la mayor cantidad de ovocitos de grado 2. Esto
puede deberse a que, segun (Pennisi-Forell, 2013), el resveratrol posee una mayor actividad
antioxidante que el a-tocoferol, debido a su estructura quimica en la que cuenta con dos anillos
fendlicos y mas grupos OH". Esto, junto con la capacidad del resveratrol para mejorar la funcion
mitocondrial, puede explicar el motivo por el cual al final de la MIV con resveratrol se obtuvo una mayor
cantidad de ovocitos de grado 1.

El mayor porcentaje de ovocitos bovinos de tipo 1 se obtuvo al realizar la maduracién con una
concentracién de resveratrol de 10 uM, en comparacion al tratamiento con 100 uM y con 0 uM de este
antioxidante, mientras que, de los dos restantes, el tratamiento con 100 uM de resveratrol obtuvo los
resultados mas desfavorables. Esto se debe a que 100 uM de resveratrol es una concentracion muy alta
gue se vuelve perjudicial para la maduracion. En estudios como el de (Torres-Osorio et al., 2019),
obtuvieron que, al madurar ovocitos bovinos usando 0.1, 1.0 y 10 uM de resveratrol, redujo la
formacidn de ERO, y aumento la concentracién de progesterona y GSH intracelular, mejorando la
calidad de los ovocitos madurados.

De igual manera (Takeo et al., 2014), obtuvieron que al aplicar resveratrol a una concentracion
de 20 uM en la maduracidn de ovocitos bovinos, elevd la cantidad de ATP y la expresién de la proteina
SIRT1, y aumento la tasa de fertilizacion. Investigaciones como las de (Sovernigo et al., 2017), (Torres-

Osorio et al., 2019), y (Taweechaipaisankul et al., 2018), estudiaron los beneficios de suplementar la MIV
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de los ovocitos bovinos con 2 uM de resveratrol y el posterior rendimiento la PIV de los embriones, en
donde todos reportaron diferencias significativas en la reducciéon de ERO, aumento de la PIV y mejora la
celularidad en los embriones. Investigadores como (Sovernigo et al., 2017), evaluaron los efectos de la
suplementacion del medio con 20 y 40 uM de resveratrol para la maduracién de ovocitos bovinos y
obtuvieron que el resveratrol ayudd a regular la expresion del gen CYP1A1 que interviene en el reinicio
de la meiosis, y que es fundamental en bovinos para que la MIV del ovocito sea correcta. (Torres et al.,
2017) también probaron el efecto del resveratrol con concentraciones de 1 (R-1), 10 (R-10), 20 (R-20) y
40 (R-40) uM en la MIV de ovocitos bovinos y encontraron que, aumento el porcentaje de embriones, y
la GSH intracelular mientras que, la formacién de ERO disminuyd en todos los ovocitos tratados en
comparacion con el control y que los niveles de GSH fueron significativamente mayores para el
tratamiento con R-1 y R-10 en comparacién con el control, mientras que, con R-10 se obtuvo un mayor
porcentaje de blastocistos en comparaciéon con el control y el resto de concentraciones. Los resultados
de todas estas investigaciones coinciden con los resultados obtenidos en el presente estudio, por lo que
podemos determinar que la MIV de ovocitos bovinos ocurre de mejor manera cuando se suplementa el
medio con resveratrol a concentracién de 10 uM.

(Torres-Osorio et al., 2019), sostienen que, el resveratrol en concentraciones adecuadas ha
demostrado ser beneficioso en la MIV de ovocitos porcinos, bovinos y de cabras, aumentando la
cantidad de glutatién reducido en el interior del ovocito, reduciendo la aparicidon de ERO e
incrementando el nimero de blastocistos, sin embargo, cuando las concentraciones de resveratrol estdn
muy elevadas (20 a 40 uM) se pierden los efectos positivos y disminuye la tasa de ovocitos que
completan el proceso de maduracidn. Esto coincide con lo obtenido en la maduraciéon con 100 uM, en
donde, el porcentaje de ovocitos madurados fue mucho menor al del resto de tratamientos.

Por otro lado, (Wang et al., 2014), determinaron que las concentraciones mas idéneas de resveratrol

para mejorar la calidad de los ovocitos se encuentra entre 0.1 a 10 uM, en donde obtuvieron diferencias
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significativas respecto a la formacion de ERO, las cuales fueron menores con el antioxidante en
comparacion con el control, ademads, encontraron que los niveles intracelulares de GSH eran
estadisticamente distintos, siendo superiores en el tratamiento con resveratrol que el grupo sin
tratamiento, y ocurrié lo mismo con respecto a la expresidon de enzimas antioxidantes producidas en el
cimulos, siendo mayor en los ovocitos del tratamiento con resveratrol.

El mecanismo mediante el cual el resveratrol mejora la calidad de los ovocitos aun se sigue
estudiando y no se ha terminado de comprender por completo, sin embargo, investigadores como
(Wang et al., 2014), sostienen que, el resveratrol mejora la funcién mitocondrial de los ovocitos bovinos
mediante la activacion de la sirtuina-1 (SIRT1) y aumenta hasta 14 veces la actividad de la enzima
superoxido dismutasa 2 (SOD2) mediante el siguiente proceso: RESV (resveratrol) - SIRT1/NAD+
(nicotinamida adenina dinucleétido) - FOXO3a (Forkhead box O3) - SOD2, en donde, esta ultima es la
encargada de reducir el superdxido, otorgandole al ovocito una mejor funcién mitocondrial, evitando
que falle y provoque una disfuncidn, también contrarresta los cambios de permeabilidad y evita la
muerte apoptética, ademas es la responsable de incrementar la concentracidn de los niveles de
glutatién intracelular (GSH), lo cual permite disminuir el estrés oxidativo y regular el balance redox
intracelular. De igual manera, investigadores como (Kwak et al., 2012), encontraron que al madurar
ovocitos porcinos con 2,0 UM de resveratrol, aumento el nivel de desarrollo embrionario, se incrementd
la concentracion intracelular de GSH, se redujo la cantidad de ERO y aumento la regulacion génica.

Los ovocitos utilizados en la maduracion se extrajeron de ovarios de obtenidos de vacas de
matadero mediante la aspiracion de los foliculos como en la metodologia utilizada por (Guimaraes et al.,
2015), en donde probaron un sistema de MIV de ovocitos obtenidos de la aspiracidn de los foliculos de
ovarios de hasta 8 mm de didmetro, recuperados de vacas de matadero. (Ho et al., 2023), también

realizaron la MIV de ovocitos, partiendo de una colecta de ovarios de vacas destinadas a la produccién
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de carne, y realizaron la extraccidn de los ovocitos mediante la aspiracion de los foliculos de entre 2 a 8
mm de diametro.

La incubacién de los ovocitos bovinos en el medio de maduracion suplementado con los
antioxidantes se realizd en una cdmara de incubacién con 6% CO,, a 38°Cy 90% de HR con la tapa de la
caja Nunc semiabierta, durante un tiempo de 24 horas, como los estudios realizados por (Andreas et al.,
2021) y (Adeldust et al., 2015). (Sen y Kuran, 2018), también mencionan que las condiciones mas
adecuadas para la maduracién de ovocitos, es a una temperatura de 36,5 °Ca 38,5 °C, con 5 a 6% de CO;
en el aire y que un medio apropiado para la maduracion es el TCM-199 tamponado con bicarbonato. La
eleccidn de estas condiciones no es al azar, sino que, se basa en un intento por replicar las condiciones
in vivo en la que normalmente se encuentran los ovocitos al interior de los ovarios, en la vaca, con la
finalidad de que se dé una adecuada maduracién, y posteriormente, una nueva cria en caso de ser
fertilizado. Estas condiciones se asemejan a las condiciones in vivo, ya que investigadores como
(Yamasaki et al., 2015), mencionan que, esa es la temperatura corporal de las vacas.

La temperatura de incubacidn es un factor importante para la correcta maduracion, ya que
segun (Ye et al., 2007), los ovocitos bovinos tienen sensibilidad térmica, por ende, la temperatura de
incubacién que normalmente se utiliza es de 38.5 a 39°C. Segun (Shi et al., 1998), esta es la temperatura
corporal central del ganado bovino y. Sin embargo, (Sen y Kuran, 2018), demostraron que, los ovocitos
madurados a 36.5°C muestran un mejor desarrollo embrionario. Esto se debe a que, segun (Leese et al.,
2008), los foliculos preovulatorios de la vaca se encuentran entre 1.5 a 2°C por debajo de la temperatura
corporal central, no obstante, se necesitan mas estudios para determinar el efecto de la temperatura en
la PIV de embriones y los pardmetros mas adecuados para obtener los mejores resultados.

La PIV de embriones bovinos es una técnica compleja que cuenta con varias limitantes, entre las
cuales se destaca la calidad de los ovocitos, debido a que, gran parte de estos no logra transformarse en

un embridn factible (Rocha-Frigoni et al., 2016). Investigadores como (Zhang et al., 2018), mencionan
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gue para realizar procesos de PIV de embriones bovinos, es necesario partir de ovocitos que hayan
madurado correctamente, es decir, que hayan tenido una correcta maduracién tanto nuclear como
citoplasmatica. Una de las principales causas de la disminucion de la calidad de los ovocitos bovinos es la
formacidn excesiva de ERO, la cual se da a presién de oxigeno a la que se lleva a cabo los procesos in
vitro, ya que investigadores como (Ambrogi et al., 2017), mencionan que, en su estado y ambiente
natural, las células producen ERO y estas aportan de manera beneficiosa a la renovacién celular, sin
embargo, si estas son producidas por encima de la cantidad necesaria, se vuelve perjudicial para las
células, provocando oxidaciones de lipidos, carbohidratos, aminoacidos, etc., provocando alteraciones

en las células que afectan la viabilidad de estas, y dafios en las mitocondrias.
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Capitulo V

Conclusiones

El uso de los antioxidantes resveratrol y a-tocoferol demostré ser un método capaz de
contrarrestar los efectos negativos de la formacidon de ERO y mejorando la maduracién tanto
citoplasmdtica como nuclear de los ovocitos bovinos en el proceso de MIV, permitiendo que aumente
las tasas de éxito en los posteriores procesos.

Al comparar los ovocitos obtenidos de la MIV en medio TCM 199 1X suplementado con 0, 10y
100 uM de resveratrol y a-tocoferol, no se encontrd diferencias en cuanto al porcentaje de maduracidn
y numero de ovocitos viables, sin embargo, se evidencio una mejora en la calidad de los ovocitos.

Los ovocitos madurados de forma in vitro son el punto de partida para algunas TRA como la PIV
de embriones y su calidad se relaciona directamente con el porcentaje de éxito o fracaso de estas
técnicas, por lo cual, suplementar la MIV de ovocitos con antioxidantes como el resveratrol que
permitan mejorar la calidad de los ovocitos madurados se vuelve crucial para aumentar la tasa de éxito
de estas técnicas.

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio y a la bibliografia existente, se
concluye que, la suplementacién 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, cruciales para una mejor FIV y posterior PIV de embriones.

La técnica de MIV permite aprovechar gran parte de los ovocitos que se encuentran en el ovario
y en combinacidn con otras técnicas de la reproduccién asistida como el uso de semen sexado, la
criopreservacion, la FIV y PIV de embriones, nos brindan una amplia variedad de opciones para producir

y diseminar un gran nimero de crias provenientes de animales de interés con superioridad genética.
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Capitulo VI

Recomendaciones

Si se busca obtener la mayor cantidad de ovocitos viables, se puede prescindir de utilizar los
antioxidantes, sin embargo, la calidad de estos ovocitos seria mucho menor a que si se realizara la
maduracién con los antioxidantes, lo cual seria evidente al momento de realizar la criopreservacion,
fertilizacion o PIV a partir de estos. Por el contrario, si lo que se busca es una calidad superior en los
ovocitos, lo ideal seria utilizar resveratrol con una concentraciéon de 10 UM o una concentracién
ligeramente inferior.

Se recomienda estudiar el efecto del Licor Folicular en los procesos de MIV de embriones y su
combinacidn con los antioxidantes.

Se recomienda preparar la solucién dulbecco enriquecida el mismo dia en el que se realizara la
aspiracion folicular, debido a que, si se guarda, pierde estabilidad, aumentando la turbidez de la solucién
por la precipitacion de las sales y genera una gran cantidad de burbujas que dificultan en analisis de los
ovocitos aspirados en el microscopio.

Se recomienda dejar incubar al medio de maduracién por un tiempo mayor o igual a dos horas
antes de su uso, para que se tempere y acondicione a los parametros del cultivo, y no cause un estrés

térmico sobre los ovocitos.
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