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Efecto de dos medios de fertilizacion en el desarrollo in vitro de
embriones bovinos criollos

Effect of two fertilization medium on the in vitro development
of Creole bovine embryos
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la tasa de producciéon de embriones in
vitro hasta el estadio de blastocisto con dos medios de fertilizacion: FERT-TALP y TCM-
199 modificado, cultivado en el medio BOEC, a partir de ovocitos recolectados por aspi-
racion folicular de ovarios de vacas criollas obtenidos del matadero. Se recolectaron 281
ovocitos, 179 para el medio FERT-TALP y 144 para TCM-199 modificado. Los ovocitos
fueron sometidos al proceso de maduracion, fecundacion y cultivo embrionario in vitro.
Se obtuvo una tasa de clivaje de ovocitos de 25.8% en FERT-TALP y 2.4% en TCM-199
modificado a las 18 horas pos-fertilizacion. Asimismo, a las 48h se obtuvo 87.7% de
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clivaje total en FER-TALP y 40.5% en TCM-199 modificado, cuyo porcentaje de embrio-
nes con 4 a 8 células fue de 64.5 y 26.2% respectivamente. En la fase de morula y blastocisto
se alcanzé una tasa de 10.3 y 3.9% en FERT-TALP, respectivamente, mientras que ningu-
no se logré con el medio TCM-199 modificado.

Palabras claves: FERT-TALP, TCM-199, embriones, in vitro, bovinos criollos

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the in vitro embryo production rate up
to the blastocyst stage with two fertilization media: FERT-TALP and modified TCM-199,
grown in BOEC medium, from oocytes collected by aspiration of follicular ovaries of
creole cows obtained from the slaughterhouse. In total, 281 oocytes were collected, 179
for FERT-TALP medium and 144 for modified TCM-199. The oocytes were subjected to
the process of maturation, fertilization and embryo culture in vitro. An oocyte cleavage
rate of 25.8% was obtained in FERT-TALP and 2.4% in modified TCM-199 at 18 hours
post-fertilization. Likewise, at 48h, 87.7% of total cleavage was obtained in FER-TALP
and 40.5% in modified TCM-199, whose percentage of embryos with 4 to § cells was 64.5
and 26.2%, respectively. In the morula and blastocyst phase, a rate of 10.3 and 3.9% was
achieved in FERT-TALP, respectively, while none wwere achieved with the modified

TCM-199 medium.

Key words: FERT-TALP, TCM-199, in vitro, embryos, native cattle

INTRODUCCION

La maduracion y fertilizacion in vitro
de ovocitos y el cultivo y trasferencia
embrionaria tiene por finalidad lograr crias
de alto merito genético, mejorando asi los in-
dices productivos y reproductivos. No obs-
tante, el desarrollo embrionario natural pre-
senta una compleja serie de procesos fisiolo-
gicos que son dificiles de replicar in vitro,
condicionando de manera significativa la pro-
duccion de embriones, de alli que solo se lo-
gra hasta un 30% para el estadio de
blastocisto (Lopez et al., 2007; Ahuja et al.,
2009), estadio en que se define la calidad y
mayor porcentaje de pérdidas embrionarias
(Enrigh et al., 2000; Rizos et al., 2002; Galli
et al., 2003, Lonergan et al., 2004).

Fisiologicamente, la fecundacion del
ovocito se realiza en la region ampular del
oviducto, quien proporciona el ambiente
biofisico adecuado y los elementos organicos
¢ inorganicos necesarios para la sobrevida y
desarrollo. En cambio, la fecundacion in vitro
(FIV) emplea medios de cultivos enriqueci-
dos, que proveen un ambiente simulado al
ovocito maduro y a los espermatozoides, don-
de pueda darse el proceso de la penetracion
espermatica (Adeoya-Osiguwa y Fraser,
2002; Fraser y Adeoya-Osiguwa, 2001;
Gordon, 2003). En consecuencia, la formula-
cion de medios para FIV debe incluir compo-
nentes que promuevan la motilidad y capaci-
tacion espermatica, la fusion de los gametos
y el inicio del desarrollo embrionario. Muchos
de estos medios para fertilizacién, como el
FERT-TALP, son medios simples, que
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priorizan condiciones favorables para los
espermatozoides, sin considerar los requeri-
mientos para los ovocitos (Nedambale et al.,
2006).

A diferencia de los medios tradiciona-
les de fertilizacion que contienen pocos com-
ponentes (FERT- TALP), los medios de ma-
duracion como TCM-199, son mas apropia-
dos para el desarrollo de ovocitos y embrio-
nes (Nedambale et al., 2006). E1 TCM-199
posee en su composicion antioxidantes como
glutation y acido ascorbico, que juegan un rol
importante durante la fecundacion, protegien-
do al ovocito y espermatozoides del efecto
de los radicales libres (Bilodeau et al., 2001).
Los radicales libres, como el peréxido de hi-
drogeno, disminuyen la motilidad de los
espermatozoides bovinos (Aitken et al., 1989)
y la capacidad espermatica para penetrar el
ovocito (Aitken et al., 1989; Irvine, 1996).
Por ello, en el presente estudio se utilizo el
medio de maduracion TCM-199 modificado
(con adicion de gentamicina, piruvato de sodio
0.2 mM y BSA Faty free) en comparacion
con el medio FERT-TALP en la etapa de fer-
tilizacion, cultivado en el medio BOEC (célu-
las epiteliales oviductal bovino) (Xu et al.,
1992) a partir de ovocitos recolectados por
aspiracion folicular.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se realizé en
el laboratorio de Cirugia y Biotecnologia
Reproductiva de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Hermilio Valdizan, en Huénuco,
Pert.

Recoleccion de Ovocitos

Se recolectaron ovarios, cuernos uteri-
nos y oviductos de vacas criollas beneficia-
das en el camal municipal de Huanuco. Los
ovarios se colocaron en termos con 1 L de
solucion fisioldgica con albumina sérica bovi-
na (BSA) y antibidtico (Bovi Flush-Minitube),
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a una temperatura de 38.5 °C y llevados al
laboratorio en un tiempo no mayor a las 4
horas. Los ovarios en el laboratorio fueron
lavados empleando la misma solucion y
mantenidos en bafio maria a la misma tem-
peratura. Los ovocitos se obtuvieron por as-
piracion de foliculos de 2-6 mm de diametro,
mediante una jeringa de 10 ml con aguja 21G.
El contenido de la aspiracion se recupero en
tubos Falcon de 50 ml y se dejo decantar a
38.5 °C en bafio maria por 5 minutos. Luego
con pipeta Pasteur de vidrio se recuper?é el
contenido (pellet) del fondo de los tubos y se
depositaron en placas Petri temperadas, que
contenia una solucion Buffer Fosfato Salino
(PBS, Gibco) adicionada con 0.3% de albt-
mina sérica bovina (BSA Fraccion V, Sigma)
y 50 ug/ml de gentamicina (Sigma).

Seleccion y Maduracion de Ovocitos

Los ovocitos se seleccionaron siguien-
do los criterios descritos por Leibfried y First
(1979), con cimulo complejo oophorus
(CCO), citoplasma granulado y homogéneo,
sin manchas oscuras ni espacios claros (Fi-
gura 1A), visualizados con una lupa estereos-
copica (Nikon SMZ445). Los ovocitos se
maduraron en placas Petri de 60x15 (Falcon)
con gotas de 50 pl del medio de maduracion
TCM-199 (Sigma), en grupos de 13 por gota
durante 24 horas. El medio de maduracion
fue suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado (Sigma), 50 ug/ml
de gentamicina (Sigma), 0.2 mM de piruvato
(Sigma), 40 mg/ml de FSH (Folltropin), 5 ug/ml
de LH (Lutropin) y 1 pg/ml de estradiol 17
(Sigma), siendo la incubacion a 38 °C por 24
horas en alta humedad.

Preparacion BOEC

Los cuernos uterinos y oviductos fue-
ron transportados en cajas de poliestireno
expandido con hielo seco. En el laboratorio,
se separaron los ligamentos y tejido adyacen-
te, con una tijera de iris y pinza de diseccion
estéril, dejando libre el oviducto. Para la ex-
traccion de las células oviductales, el con-
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ducto se colocd sobre una placa de Petri, el
extremo de la union ttero-tubarica se sujetod
con la pinza y con un portaobjeto estéril se
ejercio ligera presion de proximal a distal hasta
el infundibulum. Se obtuvo un material de
aspecto cremoso-amarillento, que fue intro-
ducido en un tubo plastico Falcon de 15 ml
con 7 ml del medio TCM-199 enriquecido con
1% de SFB y 50 ng/ml de gentamicina, incu-
bado por 10 min a 38.5°C y lavado por de-
cantacion. Este procedimiento se realizo
tres veces. Las células oviductales se sus-
pendieron nuevamente en un frasco de culti-
vo de tejido con 10 ml de TCM-199, enrique-
cido con 10% de SFB, 50 pg/ml de
gentamicina (Sigma), 0.2 mM de priruvato
(Sigma), e incubado con 5.5% de concentra-
cion de CO, con alta humedad a 38.5 °C por
48 h. Luego de la incubacion, el sobrenadante
fue decantado quedando una suspension que
corresponde a las células oviductales. La
motilidad de las vesiculas era superior al 70%,
lo cual fue considerado como un signo de via-
bilidad y aptas para el cultivo (Ratto et al.,
1999).

Preparacion de Espermatozoides

Los espermatozoides provinieron de
pajuelas de semen congelado, de un mismo
toro con fertilidad comprobada, descongela-
dos en bafio maria a 38 °C por 1 min. El se-
men se colocd en un microtubo de 1 ml, para
luego pasar el contenido al tubo de la colum-
na de Percoll, de manera lenta, conservando
el orden de la columna. Los gradientes se
prepararon segun el método Percoll (Parrish
et al., 1995). Se centrifugé a 800G por 20
minutos, se extrajo la columna y el pellet se
lavo con 5 ml del medio SP-TALP suplemen-
tado con 50 pg/ml gentamicina (Sigma),
piruvato 1 mM (Sigma) y 6 mg/ml de BSA
Fraccion V (Sigma). La solucion fue
centrifugada a 400 G durante 6 min, se ex-
trajo el sobrenadante y el pellet se resuspendio
en el medio de fertilizacion, ya sea FERT-
TALP o TCM-199 modificado, a una con-
centracion final para inseminacion de 1x10°
espermatozoides/ml. Por tltimo, se depositd
gotas de 50 pul de la suspension en placas Petri

temperadas a 38.5 °C, con 5.5% de CO, y
alta humedad, para luego ser cubiertos con
parafina liquida.

Fertilizacion de los Gametos in vitro

Posterior a la maduracioén in vitro, los
ovocitos fueron asignados al azar a los me-
dios de fertilizacion FERT-TALP (tratamien-
to 1) 0 TCM-199 modificado (tratamiento 2) y
co-incubados con los espermatozoides durante
18 ha 38 °C, CO, 5.5% y alta humedad.

Cultivo de Embriones in vitro con Célu-
las Oviductales

Finalizada la co-incubacion, los ovocitos
fecundados se colocaron en microtubos de 1
ml y fueron denudados mediante agitacion en
vortex por 3 min. Los cigotos pelados se cul-
tivaron en microgotas con 50 pl del medio de
cultivo TCM-199, suplementado al 10% con
SBF inactivado (Sigma), 50 pg/ml de
gentamicina, 0.2 mM de piruvato (Sigma) y 1
ul de BOEC durante 8 dias en la misma con-
dicion de humedad, CO, y temperatura que
el empleado para la fertilizacion.

Se evaluo la fecundacion y desarrollo
embrionario in vitro, observando la tasa de
segmentacion a las 18 y 48 h pos-fecunda-
cion, estadio morula y de blastocisto entre los
dias 6 y 8. Los blastocistos expandidos fue-
ron evaluados seglin los criterios descritos por
Lindner y Wright (1983). Se analizaron los
resultados mediante la prueba no paramétrica
de Chi cuadrado (X?) y Z de proporciones,
dentro una tabla de contingencia de 2x2, uti-
lizando el software SPSS v. 21.

RESULTADOS

Delos 281 ovocitos madurados (Figura
1B), 155 se fertilizaron con el medio FERT-
TALPy 126 con el medio TCM-199 modifi-
cado. La tasa de clivaje de los ovocitos a las
18 h fue de 25.8% (n=40) en el medio FERT-
TALP, mientras que solo 2.4% (n=3) en el
medio TCM-199 modificado. Asimismo, a las
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Figura 1. Estadios del cultivo embrionario. A) Ovocitos seleccionados de tipo Ay B con cimulos
compactos y citoplasma homogéneo listos para entrar en maduracion. B) Ovocitos
maduros con cumulos expandidos. C) embriones de 4 a 8 células co-cultivados en
medios BOEC (células epiteliales oviductal bovino). D) Moérulas y blastocistos entre el

dia6ag8

48 h pos-fertilizacion se obtuvo 87.7%
(n=136) de clivaje en FERT-TALP, mientras
que con el TCM-199 modificado se obtuvo
40.5% (n=51) (Figura 1C), cuyo porcentaje
de embriones con 4-8 células fue de 64.5%
(n=100) y 26.2% (n=33) respectivamente. Se
encontrd diferencia significativa (p=0.001)
entre medios en ambas etapas.
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En el estadio de morula y blastocisto se
obtuvo 10.3% (n=16) y 3.9% (n=6) de em-
briones, respectivamente, con el medio FERT-
TALP (Figura 1D), en tanto que el resultado
fue nulo para los embriones cultivados en el
medio TCM-199 modificado (p<0.05; Cua-
dro 1).
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Cuadro 1. Tasa de produccion (%) de
embriones bovinos in vitro, segun el
estadio de desarrollo y el medio de
fertilizacion

Medio de fertilizacion

Etapa FERT-TALP TCM-199
4-8 células 64.5° 26.2°
Morula 10.3? o°
Blastocisto 3.9 o°

ab | etras distintas en una misma fila indican
diferencia significativa (p<0.05)

DiscusioN

Las frecuencias de obtencion de em-
briones en los estadios de moérula y blastocisto
fueron superiores con el medio FERT-TALP
en comparacion con el medio TCM-199 mo-
dificado, en el cual no llegaron a desarrollar
los embriones. Estos valores resultan bajos
en contraste a los reportados por otros in-

w
o

100

vestigadores. Berland et al. (2011) obtuvie-
ron 28.4% de blastocistos usando el medio
TALP en fertilizacion y BOEC en cultivo, en
tanto que Ratto ez al. (1999) lograron 15.7%
con medio de fertilizacion BO (Brackett y
Oliphant) y BOEC para para cultivo embrio-
nario, y Pahuara, mientras que Noveros
(2014) obtuvieron 11.6% de blastocistos con
medio de cultivo KSOMaa y 17.66% con
SOFaa, empleando FERT-TALP en ambos
casos para la fertilizacion. De otra parte,
Nedambale et al. (2006) utilizando BO y
TCM para la fertilizacion y SOF (Fluido
Oviductal Sintético) para el desarrollo embrio-
nario, lograron una tasa de 16 y 36% de
blastocistos, respectivamente.

Si bien es cierto, el porcentaje de blasto-
citos obtenidos con FERT-TALP fue similar
al obtenido por Fernandez et al. (2007) utili-
zando el medio de fertilizacion y maduracion
HTF (Fluido Oviductal Humano) con 10%
de suero fetal bovino (SFB), los resultados
se encuentran relativamente lejos del 10%
minimo que deberia de obtenerse en la ma-
duracion de ovocitos in vitro en el estadio de
blastocisto (Arav, 2001; Gutiérrez-Adan et al.,
2001; Mayes y Sirad, 2001).
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Figura 1. Cultivo de ovocitos en medios de FERT-TALP y TCM-199 modificado. (A) Porcen-
taje de ovocitos con clivaje a las 18 horas pos-fertilizacion; (B) Porcentaje de ovocitos
con clivaje alas 48 h pos-fertilizacion
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Los resultados del estudio, obteniendo
64.5% de embriones de 4 a 8 células en FERT-
TALP y 26.6% con TCM-199 modificado,
son similares al reportado por Nedambale et
al. (2006), quienes mencionan una tasa de
61% con TCM-199 y 60% con medio BO,
siendo este ultimo un medio de fertilizacion
convencional empleado en FIV. Asimismo,
fue superior en 10.8% a los resultados obte-
nidos por Berland et al. (2011) utilizando
FERT-TALP y evaluando en el mismo tiem-
po (53.7% embriones de 4-8 células).

Labaja produccion de embriones hasta
el estadio blastocisto se pudo deber a una
reduccion de las competencia de los ovocitos
recuperados de ovarios de bovinos criollos o
simplemente esté relacionado a las condicio-
nes del co-cultivo para el desarrollo embrio-
nario (BOEC), el cual no siempre logra pro-
porcionar las condiciones ptimas ni las sus-
tancias moduladoras presentes en el oviduc-
to, necesarios para el inicio del desarrollo del
embrion bovino (Garcia et al., 2017);
bloqueandose de esta manera el desarrollo
temprano, aunque no implica la muerte inme-
diata del embrion, pero si constituye un punto
de inflexion irreversible en el crecimiento fu-
turo (Valleh et al., 2014). En el caso del bovi-
no, el bloqueo en el desarrollo ocurre cuando
el embrion pasa de 8 a 16 células (Tarazona
etal.,2010), de alli que la tasa de embriones
obtenidas de 4 a 8 células fue similar a los
reportados por otros autores, pero posterior a
esta etapa no se logro el desarrollo deseado.

El TCM-199 modificado, empleado
como medio de fertilizacion y cultivado con
BOEC, no logré los resultados esperados, a
diferencia de Nedambale ef al. (2006), quie-
nes obtuvieron una mayor tasa de embrio-
nes, usando el mismo medio y el medio SOF
para el desarrollo embrionario.
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CONCLUSIONES

e Con el medio FERT TALP se obtuvo un
mayor porcentaje de clivaje a las 18 y
48 horas pos- fertilizacion y embriones
bovinos de 4 a 8 células en comparacion
con el medio TCM-199 modificado.

e  Con el medio de fertilizacion TCM-199
modificado no se logro desarrollar em-
briones en etapa de moérula ni blastocisto,
mientras que con el medio FERT-TALP
se obtuvo 10.3% en estadio de moérula 'y
3.9 % en blastocisto.
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