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Introduccion

[ Las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRAs) han aportado significativamente al campo}

de la reproduccion animal (Mata-Miranda & Vazquez-Zapién, 2019).

La crioconservacion de ovocitos (CO) bovinos es un proceso que permite mantener las
células en estado de congelacion para su posterior aplicacion en procesos de
reproduccion asistida, estudios clinicos e investigacion (Tharasanit & Thuwanut, 2021).

Tsé&chilas eran relativamente bajas.

[Hasta el aflo 2017, las técnicas de reproduccion asistida en Santo Domingo de Ios}

Curcuma

!

Curcumina

v

Antimicrobianas
Antiinflamatorias

Antioxidantes

[ Nanocurcumina




Objetivos

4[ Objetivo general ]

e Crioconservar ovocitos usando nanoparticulas como antioxidante.

—[ Objetivos Especificos ]

e Generar nanoparticulas con propiedades antioxidantes.

e Extraer ovocitos de ganado bovino.
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e Evaluar la efectividad de las nanoparticulas como antioxidante en la

k crioconservacion de ovocitos.




Factores

Niveles

Medio de maduracioén

TCM 199 1x

MEM 10x

Nanoparticulas de
curcumina “NC”

Control

5 uM

10 uM

20 uM

40 uM

TCM 199 1x

MEM 10x

Réplicas
Se realizaron 3 réplicas, con un total de
30 unidad experimentales.

Anilisis funcional
Prueba de significancia Tukey p>0.05




Metodologia [ Sintesis de nanocurcumina a partir de (Curcuma longa) ]

[ Preparacion de muestra ]—[ circuma  }—— Etanol 96% ]

. L4 . T t . .
[ Sonicacion (ultrasonido) H et ]———[ Tiempo (45 min) |

.- . 7 . Extraccion del .
[ Purificacion H Filtrado ]—[ S ]—[ Centrifugado ]
I | I | Desecador de
[ Secado S0 laboratorio ]




Prueba de capacidad antioxidante de nanoc

Metodologia
mediante DPPH

urcumina

Activacion de ilzhi((:)i?,nzeg Ultrasonido con punta
nanoparticulas Tk de pincel

|

Nanocurcumina a 15,
20, 30, 40, 50, 100y
150 [ug/ml]

Solucién DPPH

Prueba DPPH [0.1 mM]

Em‘ﬂn«.&* ~ 4

]

‘ ""i"‘"‘ BRI |

[ Lectura de absorbancia ]—{ Longitud de onda (517 nm) ]

Determinacion de

[Abserbanciacontrol—AbsorbanciaMussera)
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Metodologia [ Caracterizacién de nanocurcumina ]

. q Nanocurcumina . a
[ Espectroscopia UV-Vis ]—[ disuelta en etanol ]—{ Barrido o escaner ]

|
[ ESPE-SD & ESPOCH |

. Nanocurcumina : 2
[ Espectroscopia de IR H <6lida }—{ Barrido o escaner |

| ESPOCH |




Metodologia [ Maduracion de ovocitos bovinos ]

Aspiracion folicular
(5-10mm)

[ Aspiracion de ovocitos

ovocitos

[ Lavado de ovocitos }—[ Seleccion de Solucién Dulbecco

[ Maduracion TCM 199 1x ] [ MEM 10x ]

Control
5,10, 20, 40 [uM]




Metodologia

Crioconservacion de ovocitos maduros

|

Seleccion de ovocitos
maduros

H Grado | H Grado Il ]—[ Grado lll J

Ovocitos del

[ Envasado de ovocitos H Pajuelas de 0.25 ml

rupo control

Ovocitos con ]
nanoparticulas

Congelamiento-
vitrificacion

]—[ Nitrégeno liquido ]

Descongelamiento

Bafio maria Solucién de sucrosa
(3 M)

|

-
- -
's-,.
| - a
- YT

| Ovocitos en solucidn de vitrcacidn

==
-

(Guerra et al., 2012)



Resultados y discusion
Prueba DPPH

Absorbancia Vs. Concentracién (NC) Capacidad antioxidante Vs. Concentracién (NC)
05
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CONCENTRACION (NC) .
CONCENTRACION (MC)
100 pg/ml=70.38 % Saturacion de los sitios de union (Torrenegra, 2014) y/o

150 pg/ ml=70.77% interferencia de la nanocurcumina (Lopez, 2020).




scusion

Caracterizacion UV-Vis

425.5 nm = 0.681 A T et aon m

420 nm = 1.296 A W

Spectrum -0 . 001048
De acuerdo con (Pandit et al., 2015) determina 1 .000A

gue las nanoparticulas de curcumina tienen un
pico de absorbancia a 419 nm. Kumar et al.
(2021) demostré que el pico de absorbancia mas
alto de nanocurcumina se da a 435 nm.

2E0 . Bnm . 180/diwv) 800 .8nm

A25 . 5nm 0,673l




Resultados y discusion

Caracterizacion
Espectroscopia IR

Estructura quimica de la curcumina
Gonzalez- Albadalejo et al. (2015)
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En el andlisis de infrarrojo para nanoparticulas de curcumina se determinaron vibraciones de los siguientes
grupos funcionales: (O-H) (hidroxilo) una vibracion de 3266.11 cm-1, enlaces (C=0) (carbonilo) una vibracion
en 1619.94 cm-1, para enlace (C-H) (metilo) se muestra una vibracion en 1149. 37 cm-1.
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Resultados y discusion

Maduracion de ovocitos

Grado | (a), Grado Il (b), Grado Ill (c)

Un exceso de antioxidante en el medio de

maduracion

de ovocitos desencadena en un

desequilibrio en el ambiente redox celular, causando
un efecto de estrés reductivo (Garcia-Diaz et al.,

2013).
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Se logro determinar un 90% de éxito en la crioconservacion de ovocitos

Crioconservacion de con nanoparticulas, y un 70 % en el grupo control “sin antioxidante”, andlisis de
. viabilidad y/o supervivencia ovocitaria basado por la integridad de las células del
ovocitos cumulus oophorus y la completitud nuclear.
)

Dafios en ovocitos
post descongelacién

Nanoparticulas Control



Conclusiones

@® En base al andlisis y experimentacion se concluye que el método de ultrasonido para la obtencién de
nanoparticulas de curcumina (NC) fue exitoso, y con la prueba de DPPH se demostré su capacidad
antioxidante.

La aspiracion folicular de ovocitos bovinos se observé con éxito en los foliculos de 5 a 10 mm, teniendo
en cuenta que el promedio en la obtencion de ovocitos por ovario es de 1.028, por lo que se concluye
gue la técnica y proceso fueron satisfactorios.

@ En cuanto a la crioconservacion de los ovocitos bovinos el uso de nanoparticulas contribuyé a tener
una mayor tasa de éxito (20% mas) frente al grupo control, para lo cual también se analiz6 las
diferentes concentraciones de NC en la maduracion por lo que se determin6 52,92 % para ovocitos de
Grado | y Il, mientras un 47,08% de ovocitos de Grado lIl.



Recomendaciones

® Probar mas concentraciones cercanas a las indicadas con mayor tasa de maduracion
de ovocitos, hasta llegar a una concentracion adecuada.

Evaluar la efectividad de las nanopatrticulas en etapas posteriores como fecundacion de
ovocitos, para la produccion in vitro de embriones.
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Muchas Gracias!
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