UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER OCANA
I'I__[‘"E Documento Codigo Fecha Revisién
FORMATO HOJA DE RESUMEN PARA TRABAJO DE F-AC-DBL-007 08-07-2021 B
T GRADO . i
de Pg;l_‘:_mnder B Dependencia Aprobado ) Pag.
Vol Mred.cacin DIVISION DE BIBLIOTECA SUBDIRECTOR ACADEMICO i (40)

RESUMEN - TRABAJO DE GRADO

AUTORES Wilson Eduardo Gomez Sogamoso
FACULTAD Ciencias Agrarias Y Del Ambiente
PLAN DE )
ESTUDIOS Zootecnia
DIRECTOR Leonardo Hernandez Corredor
TITULO DE LA Influencia De Los Medios De Cultivos En La Produccion De Embriones
TESIS Bovinos In Vitro En Colombia
TITULO EN Influence Of Culture Media On In Vitro Bovine Embryo Production In
INGLES Colombia
RESUMEN

La Presente Monografia Titulado Influencia De Los Medios De Cultivos En La Produccién
De Embriones Bovinos In Vitro En Colombia. Contienen Los Diferentes Lineamientos En Los
Sistemas Productivos Embrionarios Y Los Medios De Cultivos Que Estan Permitidos Por El
Instituto Colombiano Agropecuario — ICA, Todo En Funcién De Mejorar El Ingreso Econémico

De los Pequefios Y Medianos Productores Dedicados Al Mejoramiento Genético De La Especie
Bos Indicus Y Bos Taurus.

RESUMEN EN INGLES

This monograph entitled Influence of culture media on the production of bovine embryos in
vitro in Colombia. They contain the different guidelines in embryonic production systems and
culture media that are allowed by the Colombian Agricultural Institute — ICA, all in order to
improve the economic income of small and medium producers dedicated to the genetic
improvement of the species Bos indicus and Bos taurus.

PALABRAS Embriones, In Vitro, Suplementacion, Cultivos, Genética.
CLAVES
PALABRAS Embryos, In Vitro, Supplementation, Crops, Genetics.
CLAVESEN
INGLES

CARACTERISTICAS

PAGINAS: 40 PLANOS: | ILUSTRACIONES: | CD-ROM: 1

©

icontec

Via Acolsure, Sede el Algodonal, Ocaia, Colombia - Cédigo postal: 546552
Linea gratuita nacional: 01 8000 121022 - PBX: (+57) (7) 569 00 88
atencionalciudadano@ufpso.edu.co - www.ufpso.edu.co




Influencia De Los Medios De Cultivos En La Produccion De Embriones Bovinos In Vitro

En Colombia.

Wilson Eduardo Gémez Sogamoso

Facultad De Ciencias Agrarias Y Del Ambiente, Universidad Francisco De Paula
SantanderOcafia
Plan De Estudios De Zootecnia
Leonardo Hernandez Corredor, PhD Médico Veterinario
Octubre del 2021



Tabla de contenido

RESUIMEN ...ttt ekttt e st e e e e b et e ss b et e st e e e enb e e e anb e e e nreas 6
INEFOTUCCION ..ttt bbbt bttt e st et st e bt be b e nre s 7
Capitulo 1.  Sistema en biotecnologia DOVING..........c.cccveiieiiiieii e 9
1. Sistemas en la produccion de embriONES............cooeirirrinieneeee e 10
1.1 Produccion de embriones iN VItFO .......cccveieiiieieieseeeeieseese e 10
1.1.1  Hormonas que intervienen los eventos fiSiolOgIiCOS...........cccccveveiieieeiiecnenne. 13
1111 Hormonas Liberadoras de Gonadotrofinas (GNRH). ........ccccoceviiiniiinnne. 13
1112 Hormona Foliculo Estimulante (FSH) ..., 13
1.1.13 Hormona Luteinizante (LH) ..o 14
1.1.14 EStradiol (E2) ...ocveeeeiieee ettt 14

1.1.15 Inhibina 14

1.1.16 Progesterona (P4) ......ooooiiiieiieeieie e 15
1117 Prostaglandinas (PGF2a).........cccccuiiiiiiiie et 15
0 R N © ) q 1 (0o [ - WS TPO U P T PP UP PP 15
1.1.2  SUPEIOVUIACION .....ocvveiieie ettt 16

1.1.3 Colecta 18

1.1.31 ClasifiCaCion A€ CCO S oo, 19

114 MAAUIACTON TN VILEO . ..eeeee et 20

1.1.5 FOrtiliZACTON TN VIEEO e nenns 21



1.1.6 Clasificacion de EMDITONES .......coo ettt 22

1.1.7  Criopreservacion de embrioNeS.........ccccovevviieeieeie s 24
1.1.7.1 RETIIGEIACION .......eiiiiee et 24
1.1.7.2 Congelacion convencional 0 1eNnta...........cccevveveiieie e 24
1.1.7.3 VILFIFICACION. ..ottt 25
O R I - 41 =T =T (o - USROS 26
Capitulo 2. Medios de CUITIVOS ........coiiiiiiiii e 27
1.2 Medios de cultivos y avances en la optimizacion de la maduracion de embriones.27

CONCIUSTON <.ttt e e oo e ettt e e e e e e e e e e eeeeeeeeeee et e eeeeeeeeesertareeeeeeens 32

R O O I G AS . .ttt ettt n et nnnnnnnnnnn 33



Lista de tablas
Pag.
Tabla 1. Produccion mundial de embriones en 2016, de acuerdo al 12
continente, objetivo de produccién (Carne o leche) y tecnologia reproductiva
(IVD, derivado in vivo; o I\VP, derivado in vitro).

Tabla 2. Esquema de superovulacién en donadoras. 17



Lista de figuras

Pag.

Figura 1. Esquema del proceso de produccion in vitro de embriones bovinos 11

Figura 2. Técnica de colecta por Aspiracion folicular transvaginal 18

Figura 3. Clasificacion de CCO’s 20

Figura 4. Clasificacion de embriones bovinos 23
Figura 5. Representacion esquematica de un embrion durante los pasos

25

lentos de congelacion y vitrificacion



Resumen

La transferencia de embriones es una biotecnologia en auge cuya eficiencia se encuentra en
continuo avance cientifico, en Colombia es relativamente nueva y su investigacion es limitada,
sin embargo, multiples estudios en el continente le han permitido dar una aproximacion de lo que
serian sus resultados en el tropico, abarca una serie de procesos como la colecta y seleccion de
ovocitos, maduracion in vitro, fertilizacion in vitro, maduracion y clasificacion de embriones,
transferencia y/o crio-preservacion, cada uno de estos procesos cuenta con diferentes métodos
que buscan mejorar el rendimiento de la obtencidn del material genético. En lo referente a los
estudios que abordan el mejoramiento de los medios de cultivo de embriones comerciales a
través de suplementos, se encuentran diferentes aditivos que influyen en la calidad y cantidad de
embriones obtenidos de acuerdo a las técnicas evaluadas midiendo su eficiencia en el nimero de
embriones obtenidos al dia 7-9 de maduracion, porcentaje de prefiez post transferencia y
supervivencia de embriones congelados.

Palabras clave: Transferencia de embriones, maduracion de embriones, medios de cultivo,

crio-preservacion de embriones.



Introduccion

La produccién in vitro de embriones (PIVE) bovinos es una técnica que se utiliza en
Biotecnologia Animal para mejorar el techo genético de las diferentes razas bovinas, dando
solucion a los problemas de fertilidad, mejorando las caracteristicas deseables del hato.

La técnica de transferencia de embriones parte desde la aspiracién o puncion folicular,
donde se extraen los oocitos de los foliculos de los ovarios de vacas de alto mérito, por medio de
un equipo guiado transvaginal (OPU: Ovum pick — up). Los ovocitos inmaduros recuperados se
clasifican y se colocan en medios de maduracion in vitro (MIV) que son alimentados con
hormonas y suero de distintas concentraciones para reanudar la meiosis del mismo, luego se
realiza la fecundacion in vitro (FIV) de los ovocitos maduros con la previa capacitacion de los
espermatozoides del toro seleccionado, por ultimo son colocados en cultivos in vitro durante un
tiempo aproximado que oscila entre seis (6) y siete (7) dias cumpliendo con unas condiciones
que los embriones necesitan para su crecimiento y su desarrollo, para finalmente ser
criopreservados o transferidos en fresco.

Unas de las grandes ventajas de la aplicacion comercial de la técnica de fertilizacion in
vitro es que permite almacenar y conservar el material genético deseado de manera continua
durante un periodo prolongado; otro de los beneficios es que permite alcanzar la mayor
descendencia posible de embriones al afio por vaca, ademas de que se puede utilizar en hembras
bovinos a partir del octavo (8) mes de edad. Sin embargo, entre sus desventajas se menciona que
esta técnica posee baja tasa de prefiez y se le atribuye un alto costo econémico (Bernal, 2016).

Una forma de mejorar los medios de produccion de embriones in vitro es mediante la
aplicacién de aditivos tales como factores de crecimiento, antioxidantes y acidos grasos

saturados; ya que estimulan el metabolismo y el desarrollo de los embriones, actian como



protectores reduciendo el estrés celular de los procedimientos in vitro, proporcionando un mayor
porcentaje de eficiencia en los resultados. En el siguiente escrito se discuten diferentes
evidencias de estudios que abarcan los diferentes procesos que involucran la transferencia de
embriones en la especie bovina, ademas de algunas innovaciones en la técnica dadas por la

adicién de suplementos a los medios de cultivo.



Capitulo 1. Sistema en biotecnologia bovina

Cifras del Fondo Nacional del Ganado (FEDEGAN), exponen que, en Colombia, el sector
ganadero contribuye al 21,8% del PIB agropecuario, lo cual representa el 1,4% del PIB nacional
(FEDEGAN, 2020). Determina también que, el consumo per capita de carne bovina nacional es
de 17kg. Ademas, indica que, la orientacion del hato en Colombia esta principalmente en
modelos de ganaderia de cria y doble proposito, con un 39% y 35%, respectivamente.

Por su parte, la eficiencia reproductiva representa un conjunto de medidas e interpretaciones
del ciclo reproductivo, este término se aplica desde los fendbmenos del inicio de la pubertad y se
manifiesta en la correcta ciclicidad de las hembras, la 6ptima calidad de los machos y desde
luego, se acomparia con las metodologias de seleccion para la optimizacion del potencial
genético del hato, entre las que se encuentra los protocolos de sincronizacién de celos, la técnica
de inseminacion artificial con material genético selecto y a término fijo, transferencia de
embriones a término fijo, aspiracién folicular, fecundacion in vitro, entre otras.

Los sistemas ganaderos modernos deben innovar en la aplicacion de estrategias de
biotecnologias reproductivas para incrementar el aceleramiento de ventajas productivas que
pueden obtener a través de los procesos de mejora genética del hato bovino, con el propésito de
hacer frente a la creciente demanda de alimentos determinando su objetivo de produccion, ya sea
el numero de terneros al afio o los rendimientos de produccidn de leche. Por lo tanto, es necesaria
la toma de decisiones y la planificacion de acciones acorde a la basqueda de un sector mas
competitivo.

La produccion bovina en Colombia ha avanzado paulatinamente en la adopcion de técnicas
reproductivas, por su parte la biotecnologia reproductiva de transferencia de embriones (TE), al

igual que otras tendencias de mejora del hato bovino a través de técnicas reproductivas, aumenta
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la calidad reproductiva de la hembra y del macho con mérito genético. Consiste en la produccién
de un embrion e involucra técnicas sucesivas de superovulacion, inseminacion artificial y

recoleccion del embrion (Hufana & Duran, 2020).

1. Sistemas en la produccion de embriones

Estos sistemas han permitido mejora del techo genético y la multiplicacion de vacas élite en
Colombia con mayor rapidez que la inseminacion artificial (IA), generando ventajas desde el
lado materno, como la reduccién del intervalo generacional, la aceleracion de seleccion de
animales con rasgos productivos deseables, el incremento de la produccion y la rentabilidad
general del sistema a través de la progenie obtenida. En la actualidad existen dos sistemas: la
produccidn de embriones in vivo y la produccién de embriones in vitro. Ambas técnicas permiten
incrementar la descendencia de vacas de alto mérito en un tiempo determinado, donde también
se puede seleccionar el sexo del linaje con semen del toro previamente sexado, asegurando una
eficiencia del 90 al 95%. Adicionalmente, los embriones se pueden criopreservar y almacenar
hasta el tiempo en que se necesite, en esta revision bibliografica se abordaran la produccion de
embriones in vitro y los avances entorno a la aplicacion de esta técnica en diferentes paises, entre
ellos Colombia. Sin embargo, como indica Bonilla et al., (2021), en Colombia no se reportan
datos periddicos sobre la produccidn de embriones, esto representa un factor negativo para el

posicionamiento del pais en la aplicacion de esta tecnologia.

1.1 Produccion de embriones in vitro

Se realiza en animales de alto valor comercial mayores de ocho (8) meses de edad por
medio de un equipo guiado transvaginal (OPU: Ovum pick — up). Medina & Tovar, (2021)
describen esta tecnica en 3 fases: la primera, comprende la maduracion in vitro de los ovocitos,

seguido de su fecundacion de in vitro y por altimo, el cultivo de los embriones, sin embargo, el
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proceso podria iniciarse desde la obtencidn de los ovocitos (Complejo Cumulus Ovocito) Tal
como se muestra en
la Figura 1.

Esquema del proceso de produccion in vitro de embriones bovinos.

____Obtencion,
[ il e
evaluacitn

seleccion CC

Fuente: Modificado de Mauri, (2017) pag. 56

Asi mismo se tiene que un indicador del éxito del programa es el nimero de terneros
nacidos vivos por donante en un tiempo determinado, ademas, Medina & Tovar, (2021), sefialan
que la efectividad de esta tecnica esta relacionada a diferentes factores como la respuesta de los
embriones al estrés inducido por el procedimiento, los sistemas de cultivo y méas variables
abordadas posteriormente.

Las tendencias de aumento en la produccion de embriones in vitro se ha visto en
diferentes regiones, Moreira, et al. (2018), evidencié que en América del Sur se incrementd la
produccidn de embriones, tanto como para fines lecheros como para fines carnicos, llegando a
tener un equilibrio relativo (Tabla 1). El autor también hace referencia a que, los principales
representantes de esta técnica durante dicho afio en el continente Sur Americano fueron

Argentina y Brasil quienes a su vez poseen los rebafios mas grandes.



Tabla 1.
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Produccion mundial de embriones en 2016, de acuerdo al continente, objetivo de produccion

(Carne o leche) y tecnologia reproductiva (IVD, derivado in vivo; o IVP, derivado in vitro).

Redién Produccién de leche Produccién de carne

g IVD IVP Total (%) IVD IVP Total (%)
Africa 240 0 240 (3.8) 3,863 2,167 6,030 (96.2)
Asia 13,226 0 13,226 (11.7) 99,372 0 99,372 (88.3)
Europa 99,693 16,68 116,371 (78.2) 29,184 3,296 32,480 (21.8)
Norte

L. 111,58 136,2 247,779 (41.8) 220,68 124,37 345,047 (58.2)
America
Oceania 160 1,956 2,116 (15.3) 7,332 4,364 11,696 (84.7)
Sou'gh_ 17,552 194,4 211,909 (49.6) 29,764 185,45 215,209 (50.4)
Ameérica
Total 642,05 349,2 591,641 (45.5) 390,19 319,64 709,834 (54.5)

Fuente: Tomada de Moreira, et al. (2018), pag. 967.

En lo referente a Colombia, la transferencia de embriones, de acuerdo con Ramirez (2020),

la IETS ((International Embryo Technology Society) en el 2017 registré un total de 24,503

embriones producidos bajo técnicas invitro, esta técnica ha sido popular en la produccion de

ganado Brahman y Gyr, obteniendo ejemplares sobresalientes, por ende, aumentando las

ganancias genéticas ( Oyuela & Jiménez, 2010; (ASOCEBU COLOMBIA, 2021). Segtn Bonilla

et al., (2021) los embriones de la raza Gyr son utilizados para obtener hembras de reemplazo en

modelos de ganaderia de leche, el cual es el que mas invierte en este tipo de técnica reproductiva.

Esta preferencia sobre las razas cebuinas coincide con los resultados de estudios recientes de

Narvéez, (2020), los cuales determinaron que la raza Gyr tiende a presentar mejores valores en la
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produccidn de embriones in vitro, frente a la raza Holstein, obteniendo diferencias estadisticas
principalmente en el nimero de foliculos visualizados y nimero de ovocitos recuperados. Sin
embargo, otro estudio donde se compard la tasa de prefiez obtenida por embriones in vitro,
usando semen sexado y semen convencional de especies Bos taurus y Bos indicus, determin6
que el origen genetico de los embriones no demostrd diferencias, por su parte el tipo de semen si
gener0 valores significativamente mas altos tratandose de semen convencional en variables como
la produccion de embriones in vitro 26.5% vs 20.8% (p<0.001) (Bonilla et al., 2018).

Ahora bien, encuanto a la fisiologia de este evento se involucran las hormonas del ciclo
estral, a continuacion se definen brevemente algunos aspectos de ellas para entender el método

de la superovulacion.

1.1.1 Hormonas que intervienen los eventos fisioldgicos.

1.1.1.1 Hormonas Liberadoras de Gonadotrofinas (GnRH).

El ciclo estral es regulado principalmente por las neuronas que producen las hormonas
regidas por el eje hipotalamo-hip6fisis-ovario-ttero, GnRH (Hormona Liberadora de
Gonadotrofina). Donde llega a la pituitaria anterior a través del sistema porta-hipotalamo-
hipofisiario controlando la liberacion de las hormonas LH y FSH por medio de un sistema de
retroalimentacion positiva, la cual se une a la proteina G que esta acoplada al receptor de las
células gonadotrofos. La Hormona Liberadora de Gonadotropina (GnRH) es secretada de dos
formas: una pulséatil desde el centro ténico del hipotalamo y la secrecién preovulatoria (Colazo &

Mapletoft, 2014).

1.1.1.2 Hormona Foliculo Estimulante (FSH)
Es una gonadotropina sintetizada y secretada en la hipofisis del cerebro, actuando en las

gonadas de la hembra (ovarios), la cual tiene la funcion de estimular a los foliculos primordiales

a crecer y migrar a la superficie del ovario, donde el futuro foliculo dominante permite que esté
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adquiera receptores de la Hormona Luteinizante (LH), en el que sigue creciendo con bajos

niveles de FSH y graduales de LH (Gstir, 2010).

1.1.1.3 Hormona Luteinizante (LH)

Es una hormona glucoproteica que regula las funciones reproductivas en los mamiferos, la
cual consta de dos (2) cadenas polipeptidicas (alfa y beta). Asimismo, la LH actla en los ovarios
estimulando el desarrollo de los foliculos e incrementando la secrecion de estrdgenos (estradiol),
los cuales no solo desencadenan la ovulacion y liberacion del ovulo, sino que también inicia la
transformacion del foliculo residual en un cuerpo lateo (CL), dando como resultado la
produccidn de progesterona para preparar al endometrio para una posible implantacion (Santos et

al, 2014).

1.1.1.4 Estradiol (E2)

Los estrogenos ejercen un efecto de retroalimentacion positivo sobre el eje hipotalamico-
hipofisiario permitiendo que esta libere niveles significativos de GnRH, del mismo modo
permite que la glandula pituitaria anterior libere LH con el objetivo de que esta inicie la fase de
ovulacion. Ademas, la hormona esteroidea tiene accién sobre los distintos 6rganos blancos como
la vulva, la vagina, el Utero, los cuernos uterinos y el sistema nervioso central, la cual muestra la
conducta de celo e indica al macho que la hembra esta en estado fértil y aceptacion de monta
(Soria, 2013).

1.1.1.5 Inhibina

Hormona glucoproteina, producida por el foliculo ovarico (células granulosas) que regular
los niveles de GnRH en el hipotalamo, ejerciendo una retroalimentacion negativa a nivel

hipofisiario disminuyendo principalmente las secreciones de FSH (Lliteras & compafiia, 2007).
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1.1.1.6 Progesterona (P4)

Es una hormona esteroidea derivado del colesterol que se origina en la placenta, las glandulas
suprarrenales y principalmente en el cuerpo lateo por accion de la LH, posterior a la ovulacion.
Sus efectos se observan en el punto blanco después de estar expuesto un tiempo a la estimulacién
de los estrogenos. Asimismo, su principal funcion es preparar al Utero para el implante del
embridn logrando el éxito de la gestacion, aumentando el espesor del epitelio a la vez que
suprime el celo e inhibe el desarrollo folicular y la conducta sexual. También, aumenta las
secreciones de las glandulas endometriales, en el cérvix induce a la aparicién de un tapon
mucoso de naturaleza densa y opaca, la quiescencia uterina y la inmunosupresion local del
mismo (Contreras, 2017).

1.1.1.7 Prostaglandinas (PGF2a)

Las prostaglandinas en la reproduccion juegan un papel importante ya que cuando no se
produce un reconocimiento materno son las que producen la lisis del cuerpo lateo (CL), ademas
sobre los foliculos grandes provoca la ovulacion y en los foliculos pequefios regresion para
iniciar una nueva onda folicular, también son las que permite que se efectue el reconocimiento
embrionario, la implantacion y por Gltimo el parto. En el tejido reproductivo se localizan
principalmente en el endometrio, la cual son constituidos por dos biotipos; células endometriales
epiteliales (CEEP) y células endometriales estromales (CEES), las cuales poseen funciones y

caracteristicas morfoldgicas distintas (Lenis, Olivera & Tarazona, 2013).

1.1.1.8 Oxitocina
Es producida en los nucleos supradptico y paraventricular del hipotalamo, es almacenada y

liberada por la neurohipdfisis, la cual viaja por todo el cuerpo por el torrente sanguineo. Su
funcidn principal es activar las contracciones del miometrio y de las células mioepiteliales de las

glandulas mamarias para la bajada de la leche, también interviene en otras funciones tales como:
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transporte de los espermatozoides e intervencion en el proceso de luteolisis (Lopez; Arambula &

Camarena, 2014).

1.1.2 Superovulacion

En los programas de superovulacion se aplican una serie de hormonas con el fin de
estimular al ovario para que desarrolle y madure un gran numero de foliculos primordiales a
dominantes durante la fase folicular del estro, para que después puedan ser fecundados,
colectados, clasificados y transferidos (Betancourth & Céceres, 2011).

Aguilar, (2019), evalud la influencia de los métodos de superovulacion en la produccion de
embriones in vivo en ganado Simmental y Brangus, el autor encontré que no hubo diferencias en
cuanto al numero de embriones viables segun el protocolo de superovulacion (p > 0.10), sin
embargo, determino que la raza Bos indicus (Brangus) genero la mayor cantidad de estructuras
para ambos protocolos respecto al Simmental, a continuacion se describen los métodoss
empleados en las donadoras, los cuales varian en un dia en la aplicacion de la hormona foliculo

estimulante (FSH).



Tabla 2.

Esquema de superovulacion en donadoras.

. Protocolo 1 Protocolo 2
Dia Tarde Tarde
P I fi : f :
rotocolo  Mafana (6:00am) (6:00pm) Mafiana (6:00am) (6:00pm)
Colocar DIB
0 Colocar [é:EB +0,8ml +0,8ml BE
3 4 ml FSH 4 ml FSH
4 3ml FSH 3ml FSH 4 ml FSH 4 ml FSH
2ml FSH
5 2ml FSH + 3ml Pg 3ml FSH 3ml FSH
1ml FSH
6 1ml FSH + retirar 2ml FSH A
DIB g
_ Iiml FSH
7 (9:00am) 3,5ml IA Iml FSH + retirar
GnRH
DIB
(9:00am) 3,5ml
8 IA GnRH IA
9 1A

Colecta, busqueda, evaluacién y

14 . ;
seleccion de embriones

Colecta, busqueda, evaluacion y

15 - .
seleccion de embriones

Fuente: Tomado de Aguilar, (2019), pags. 6-7.



1.1.3 Colecta

La colecta de los ovocitos se puede realizar a partir de ovarios de frigorificos con fines
comerciales o investigativos, o de donadoras vivas mediante aspiracion folicular transvaginal

(OPU), procedimientos quirdrgicos y laparoscopicos.

Aspiracion
de foliculo

Oocitos inmaduros

18
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Otro método que cabe mencionar es aquel que involucra los ovocitos provenientes de
frigorificos, donde extraen los ovarios de hembras faenadas, en los 30 minutos siguientes al
sacrificio del animal, Castillo & Mantilla, (2020), sefialan que los ovarios recolectados se
sumergen en solucién salina al 0,9%, o solucién fosfato-tamponada salina (PBS), acompafiadas
de soluciones antibidticas.  Un estudio realizado en Venezuela compar6 dos métodos de
recoleccion de ovocitos de frigorificos, emplearon la técnica Slicing (Cortes de la superficie
ovarica) y la técnica de OPU, considerando como viables aquellos con 2-8mm de didmetro,
encontraron que el nimero de ovocitos buenos y malos fue de 95,2 + 48,92; 28,8 + 21,51 para la
técnica OPU y 122,6 + 54,71; 70,0 £ 47,86, para Slicing respectivamente (P>0.05). Permitiendo
deducir que el Slicing es recomendable para la colecta de ovocitos en este tipo de donantes.

1.1.3.1 Clasificacién de CCO’s

La clasificacion del complejo cimulus ovocito (CCO), ha sido uno de los métodos méas
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Categoria I11: Los CCO’s presentan una sola capa de células de cumulo y citoplasma de
aspecto irregular con areas oscuras.
Categoria IV: CCO’s desnudos.

Categoria V: CCO’s madurados in vivo, con cumulo expandido.

Figura 3.

Clasificacion de CCO'’s

Categoria | Categoria Il Categoria 1l Categoria IV
Fuente: Lorenzo, et al. (2015).
1.1.4 Maduracion in vitro.

En este punto del proceso de produccion de embriones, se deben proporcionar las
condiciones idoneas para que el ovocito madure y se pueda obtener un mayor éxito en la
fertilizacion, ya que permite que los ovocitos adquieran la capacidad de ser fecundados. Como lo
sefiala Moreno, (2018) en este proceso el ovocito avanza de profase a metafase Il promoviendo
la maduracién nuclear, ocurriendo la meiosis.

Segun Salgado & Lopera, (2020) se tienen dos sistemas de cultivo para llevar a cabo la
maduracion in vitro, el primero es el sistema cerrado, el cual priva el proceso del contacto con la
atmosfera éste ha sido descartado dada su ineficiencia, el segundo sistema es el abierto, en el

cual se permite un intercambio gaseoso continuo del ovocito con el ambiente.
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Investigaciones sefialan que, bajo condiciones ideales alrededor del 95% de los ovocitos
Ilegan a madurarce, y de ellos el 80% puede transformarse al estadio de dos células, aunque, tan
solo del 30-50% llega a ser blastocisto 7 dias posteriores a la fertilizacion, Salgado & Lopera,
(2020) indica una serie de factores que intervienen en la eficacia del proceso, los cuales se
enlistan a continuacion;

a) La técnica de recoleccion de los CCO’s.

b) La temperatura del ambiente de transporte.

c) El tiempo transcurrido desde la colecta hasta el laboratorio.

d) El estadio de desarrollo, ya que los évulos madurados afectan los resultados de la
fertilizacion.

e) La duracién de la maduracion

f) Finalmente, la composicion del medio de maduracion y suplementos utilizados.

Prosiguiendo con el altimo punto, en la maduracion in vitro se emplean medios de cultivos
especificos donde son sumergidos en placas de cultivo y luego, los ovocitos pasan por un periodo

de incubacion de 22-24 horas en atmdsfera controlada con 5% de CO2 y 100% de humedad.

1.1.5 Fertilizacion in vitro
Entre los sucesos fisiol0gicos que ocurren en esta etapa se encuentran, la capacitacion y

penetracion de los espermatozoides, la fusién de las células germinales y la formacion de los
pronucleos (Salgado & Lopera, 2020).

Posterior a la maduracion de los ovocitos éstos deben entrar en contacto con los
espermatozoides, para ello se emplea semen selecto de pajillas congeladas, los espermatozoides
son seleccionados segun parametros de calidad, y luego se ajusta la concentracion que permitira

fertilizar los ovocitos, por su parte, estos ultimos ya madurados son separados en placas de



22

cultivo y son lavados en gotas con medios para fertilizacion in vitro, para eliminar el medio de

cultivo, posteriormente, se agrega gota a gota el semen en una cantidad de 5-10 ul,y, finalmente,
se incuba por un periodo de 12-22horas en un ambiente con las siguientes condiciones 5% CO2,
38.9°C de temperatura, y humedad a saturacién (Ramirez, 2020). Al igual que la maduracién se

emplean sistemas abiertos, mas usualmente el recubierto.

1.1.6 Clasificacion de embriones
De acuerdo con B6 & Mapletoft, (2013), la evaluacion de los embriones, generalmente, se

realiza con un estereoscopio con un aumento de 50x-100x, se identifican con un didmetro total
en un rango de 150 a 190 um, incluido un grosor de la zona pellcida de 12 a 15 pm.

Segun Colomo (2015), los embriones se pueden clasificar en cuatro grados: segin su el
numero de blastomeros, su estructura, su forma, entre otras.

Grado I: Excelente, no existen defectos notorios. Los blastomeros son claramente
visibles, simétricos, de forma esferoide, zona pellcida esta intacta, de color y estructura
uniforme, los embriones de este grado sobreviven aceptablemente al proceso de
congelacién/descongelacion y son recomendados para su comercializacion (Bo & Mapletoft,
2013).

Grado Il: Bueno, el embridn tiene pocos blastdbmeros desprendidos de la masa celular y
su forma puede ser ligeramente regular, al menos 50% de la masa embrionaria debe conservarse
intacta, su sobrevivencia al proceso de congelacion/descongelacion es menor a la clasificacion
anterior, sin embargo, sus tasas de prefiez son adecuadas si se transfieren en estado fresco, por lo

que se clasifican como transferibles, pero no congelables. (B6 & Mapletoft, 2013).
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Grado I11: Regular, el embridn presenta varios defectos: forma irregular, detritus celular,
ligeramente agrietado en la zona pelucida y color muy claro u oscuro. Estos embriones no
sobreviven al procedimiento de congelacion/descongelacion y las tasas de prefiez son menores a
las obtenidas con embriones de mejor grado si se transfieren frescos a receptoras idoneas (B6 &
Mapletoft, 2013).

Grado IV: Malo, el embrion posee varios defectos: los correspondientes al grado 111, seria
ruptura de la zona peldcida, forma asimétrica, desarrollo tardio, vacuolizacion de los
blastomeros. Este grado es considerado no transferible y deben descartarse.

Figura 4.

Clasificacion de embriones bovinos en morulas de diferentes grados
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1.1.7 Criopreservacion de embriones

La técnica de crio-preservacion de embriones obtenidos por técnicas in vitro, obedece al
auge de la biotecnologia reproductiva y la necesidad de optimizar la recolecciéon de CCO’s,
disponibilidad de receptoras y oportunidades comerciales para el material genético, lo cual lo
convierte en un pilar esencial del mejoramiento genético del hato bovino. Sin embargo, es
limitada, ya que solo los embriones grado I, es decir, aquellos de alta calidad, son aptos para la
crio-preservacion y el logro de tasas de prefiez aceptables. En este proceso los embriones son
sometidos a bajas temperaturas (-80-196°C), con el propoésito de detener su fisiologia y preservar
sus condiciones por un tiempo determinado.

En dicho proceso, los embriones pueden presentar alteraciones en la estructura de la zona
pellcida, incremento del contenido lipido intracelular y disminucion del tamafio y numero
celular, lo que ha inducido a diferencias en la prefiez de las receptoras derivadas por la técnica de
produccidn in vitro, sumada con crio- preservacion de embriones (Susafio, 2017; Ferré , et al.
2020);

Existen varios métodos para la crio-preservacion de embriones, entre los que se sefialan,

congelacién convencional y vitrificacidn, ademas de la refrigeracion.

1.1.7.1 Refrigeracion

En este método, se vehiculizan los embriones en una solucion Buffer Fosfato (PBS),
envasados en pajillas de 0,25ml y refrigerados entre los 0-4°C por un periodo no mayor a 24

horas (Susafio, 2017).

1.1.7.2 Congelacion convencional o lenta.

Controla los aspectos que intervienen en la viabilidad del embridn, tales como, la formacion
de hielo, el dafio osmético, dafio citoesquelético, entre otros. Se emplea un medio de congelacion

(PBS + Crioprotector) sobre los embriones, se empacan en pajillas y luego, a traviesan una fase



25

de Seeding o cristalizacion, con una temperatura de -7°C por 5 minutos. Posteriormente, se
mantienen a una temperatura estable por 10minutos (estabilizacion) y se desciende
paulatinamente de 0,1 y 0,5°C hasta alcanzar una temperatura de 30-35°C, finalmente se

almacenan en nitrégeno liquido (-196°C) (Susafio, 2017) (Figura 5).

1.1.7.3 Vitrificacion.

En ella se emplean soluciones crio-protectoras altamente concentradas acompafiadas de
soluciones isotdnicas, el contenido al ser enfriado no se cristaliza, se torna viscoso y pasa a un
estado sélido no estructurado, parecido al vidrio, por ende, su nombre, (Susafio, 2017). Todo el
proceso llega a durar tan solo 10 minutos (Figura 5).

Figura 5.
Representacion esquematica de un embrién durante los pasos lentos de congelacion y

vitrificacion.
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Nota: ElI sombreado mas oscuro representa una osmolalidad mas alta. Los cambios en el
tamafio del embrion representan contraccion y reexpansion en respuesta a la osmolalidad de la
solucion y las concentraciones de crio-protectores. Los hexagonos muestran la formacion de
cristales de hielo.

Fuente: Ferré , Kjelland, Taiyeb, Campos, & Ross, (2020)

1.1.8 Transferencia

En este punto, un factor determinante es la condicion de las hembras receptoras, las cuales
deben estar libres de afecciones reproductivas, contar con una ciclicidad normal y peso
adecuado. La técnica de transferencia comprende la palpacion del recto de la receptora con el fin
de identificar el cuerpo luteo que mantendré la prefies, una vez confirmado, se anestesia para
introducir la pajilla con el embrion por medio de una pistola de inseminacion

(Hafez y Hafez 2000 citado por Sanchez, 2014).

En contraste con los resultados de avance en el desarrollo de tecnologias reproductivas, aun
existen diferencias en los reportes de porcentaje de prefiez frente al tipo de cultivo empleado
durante su maduracion, fertilizacion o congelacion, por ello es necesario analizar resultados de
estudios realizados en Colombia y en la zona tropical con el fin de determinar la influencia de los

medios de cultivo frente a la eficiencia de los embriones producidos a través de técnicas in vitro.
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Capitulo 2. Medios de cultivos

1.2 Medios de cultivos y avances en la optimizacién de la maduracion de embriones.

Los medios de cultivos en biotecnologia reproductiva son una fuente importante en la
produccion de embriones in vitro, estos simulan el ambiente uterino y oviductal en el momento de
la liberacion de ovocito, la fecundacion y el desarrollo embrionario (Sanchez, 2014). Estos se
componen principalmente de sales inorgénicas, fuentes energéticas, soluciones amortiguadoras de
pH y proteina (Ponce & Rosero, 2020).

Existen medios de cultivo comerciales, algunos de los mas comunes son el medio Charles
Rosenkrans (CR1), el fluido oviductal sintético (SOF) y el medio optimizado simple de potasio
(KSOM) (Ahuja, et al. 2009), también hay otros medios mas complejos como el TCM-199, sin
embargo, como sefiala Bonilla et al., (2021) a pesar de la optimizacion de estos topicos dificilmente
superan mas del 40% en tasas de blastocitos.

Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente la informacion disponible sobre
estudios realizados en Colombia de produccion de embriones bovinos y méas aun, medios de cultivo
es limitada, a continuacion, se exponen algunos resultados obtenidos por diferentes autores sobre
la comparacion entre medios de cultivo y diferentes suplementos empleados para aumentar el

rendimiento de la produccién de embriones.

El TCM-199, es conocido por ser el medio més utilizado en la maduracion ovocitaria, se
compone de sales Earle’s con soluciéon de bicarbonato, piruvato, lactato, vitaminas, aminodcidos,
purinas y proteinas como la albimina o el suero bovino (Ferré, 2017).En un estudio realizado en
Peru, se evaluaron los medios de maduracion in vitro en ganado Bos taurus, comparando Liquido
Folicular + LH y el medio sintético TCM-199, se encontrd qué este ultimo obtuvo mejores

resultados, alcanzando hasta un 44,73% de maduracion versus el 31,71% del Liquido Folicular +
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LH, de igual forma Lino et al., (2021) sefialaron que en una evaluacion del medio TCM-199
versus Minitube frende a la maduracién ovocitaria, el medio de cultivo TCM-199 permitio
obtener mayor porcentaje de ovocitos madurados, idoneos para los procesos de incubacion y, por
ende, mayor probabilidad de porcentaje de embriones.

Por su parte, en otros estudios se ha evaluado la temperatura de maduracion ovocitaria
presentando mejores resultados cuando esta ocurre en medio TCM-199 durante 22 horas en una
atmosfera humidificada de CO 2 al 5% en el aire a 36,5 ° C en conjunto con el medio de cultivo
de embriones SOFaa suplementado con antioxidantes (una mezcla de L-glutation reducido 1
mM y 1.500 Ul de superdxido dismutasa), lo cual indujo a un aumento (p <0.05) en el nimero
de células de masa celular interna compacta en blastocistos de ovocitos de grado | (Sen &
Kuran, 2018).

Ya que el embridn pasa por una serie de cambios en sus requisitos durante el desarrollo
embrionario, la aplicacion de medios de cultivo con formulaciones similares al ambiente del
tracto reproductivo durante el crecimiento del embridn previo a su transferencia es una estrategia
viable. Camargo et al. (2016), sefialan que el medio de cultivo KSOM hasta el tercer dia post
fertilizacion en adiciéon de 1 mg/ml de BSA, seguido de SOF con 10mg/ml de BSA, incrementd
la tasa de blastocistos y el numero de células.

Un estudio comparo el empleo de dos medios en el cultivo de embriones, fluido de oviducto
sintético (SOF) y medio de potasio simple optimizado (KSOM), el proceso inicié desde la
maduracion de los ovocitos con el medio TCM-199 durante 24 ha 39 ° C, 5% de CO2 y alta
humedad, posteriormente, ocurri6 la fertilizacion con una concentracion de 1,5 x 106
espermatozoides por ml en medio TALP durante 18 ha 39 ° C, 5% de CO2 y alta humedad. La

aplicacién de los tratamientos consistio en el cultivo de los cigotos asignados al azar a los medios
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SOF 0 KSOM, cultivados a 39 ° C, 5% de CO2, 5% de 02, 90% de N2 y alta humedad durante 9
dias, el cultivo SOF mostr6 mejores resultados en cuanto al porcentaje de blastocistos al dia 9,
obteniendo 25,6% frente a 18,9% del medio KSOM, asi mismo, los porcentajes de blastocistos
eclosionados y expandidos desarrollados fueron superiores para el medio SOF (P <0,05); 128,8 £
7,5 medio SOF frente a 84,3 + 8,9 medio KSOM (Zapata, et al. 2009).

Hamdi, et al. (2017), probaron la suplementacion con fluidos uterinos y oviductales en
adicion al medio SOF versus la suplementacion con BSA o FCS (Grupos control), encontraron
que una suplementacién con 2,5% o 1,25% de fluido uterino obtuvo rendimientos de blastocistos
en el dia 9 similares a los observados en los dos controles, mientras que en la supervivencia a la
vitrificacion el mayor rendimiento correspondid al medio SOF + BSA (Control), sin embargo los
grupos OF + UF tuvieron la segunda tasa de supervivencia méas alta. Concluyeron que la
suplementacion otorgd un mejor control de la metilacion del embrién y capacidad antioxidante
en los grupos.

Otros autores, midieron el efecto de la suplementacion con Cisteamina en los medios KSOM
y SOF, ante el estrés oxidativo y la supervivencia de los embriones, los CCO’s provenientes de
una planta de sacrificio en Peru, fueron seleccionados y madurados con el medio TCM-199, los
tratamientos consistieron en la adicion o no de 100 mM de cisteamina al medio de maduracion
ovocitaria, luego, posterior a la fecundacién, los dos grupos de cigotos (con y sin cisteamina) se
separaron para cada grupo de medio de cultivo de embriones, los grupos de estudio fueron los
siguientes: G1: Maduracion TCM 199 + Cultivo KSOMaa, G2: Maduracion TCM 199 + Cultivo
KOMaa + SOF, G3: Maduracién TCM 199 + Cisteamina + Cultivo KSOMaa, y G4:
Maduracion TCM 199 + Cisteamina + Cultivo KSOMaa + SOF, se cultivaron hasta el dia 8 en

camaras individuales. Se encontraron diferencias estadisticas en la adicion de cisteamina como



suplementacién del medio de desarrollo ovocitario en la tasa de blastocistos obtenidos al dia 8
post cultivo, (p<0.05), siendo superior en los grupos 3 y 4 (Quintanilla, et al. 2015). Se
determiné que, la adicon de cisteamina en el medio de maduracion otorga capacidad de
proteccion antioxidante. Otro aditivo antioxidante estudiado en colombia ha sido el extracto de
moringa (Moringa oleifera), el cual, de acuerdo con Amaya, (2021), al ser afiadido al medio de
cultivo de oocitos TCM-199 en una concentracion de 150 pg/mL redujo en un 57% los niveles
de especies reactivas al oxigeno (EROs).

Otro aditivo interesante ha sido el YM976 (4- (3-clorofenil) -1,7-dietilpirido [2,3- d]
pirimidin-2 (1 H)-ona), destacado por sus cualidades antioxidantes y antiinflamatorias, ademas
de ser un inhibidor especifico de la fosfodiesterasa tipo 4 (PDE-4), una investigacion realizada
en Sincelejo, Colombia, determiné que cuando es afiadido a concentraciones de 1y 10nM
durante la maduracion invitro de oocitos en el medio TCM-199 evidencia una maduracion
nuclear y competencia de las células, reemplazando la accion de las hormonas LH y FSH
(Carrillo et al., 2021).

En otro estudio, se determind la influencia de cisteamina en adicidn de péptido natriurético
de tipo C (CNP) frente a la eficiencia de la produccion de embriones in vitro, se evalué el
porcentaje de blastocistos obtenidos y EROs, se evidenciaron diferencias estadisticas en la tasa
de blastocistos escindido con la adicion de CNP en el proceso de maduracién de ovocitos (P
<0.05), siendo el grupo superior aquel que fue suplementado, lo que sugiere que el uso de CNP
combinado con cisteamina durante la maduracion de ovocitos seria beneficioso, ya que logra
mejorar el potencial de desarrollo de los ovocitos bovinos madurados in vitro (Zhenwei &

Xianhua, 2019).

30
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Las experiencias con el uso del medio de cultivo CR1-aa sefialan que este ha sido menos
eficiente en relacion a otros medios comerciales. En un estudio realizado en Antioquia, se
emplearon CCO’s grado I, madurados en el medio TCM-199 suplementado con 10% de SBF,
FSH, LH, estradiol y acido piravico. Los medios evaluados fueron CR1-aa (preparado en
laboratorio) y KSOMaa (comercial, Zenith Biotech ZEHG-050) para el cultivo de embriones, se
evaluo la division celular el dia 3 y la tasa de morulas y blastocistos en el dia 7. Se encontraron
diferencias en las variables evaluadas, siendo la tasa de clivaje superior en KSOMaa frente a
CR1aa (83% vs 44%), igualmente, el nimero de blastocistos producidos fue de 15% y 0%,
respectivamente. Los autores relacionan las diferencias en los resultados con la composicion del
medio preparado en laboratorio. Por su parte, Lépez et al., (2007) encontraron que el medio de
cultivo CR1aa puede ser optimizado cuando se realiza incubacion en presencia de células
oviductales en oxigeno al 20%, obteniendo tasas de clivaje a las 48hpi, dada la reudccion de las
especies reactivas al oxigeno.De igual forma, Sanchez, (2014) reporta mayor eficiencia con el
medio SOF, frente al medio CR1aa (P <0.05), 78.0% de embriones obtenidos por el medio SOF
frente a 43.8% de embriones obtenidos del medio CR1aa.

También, se han evaluado suplementos en medios de cultivo con el fin de determinar su
efecto en embriones congelados, ese es el caso de la adicion de vesiculas extracelulares
oviductales (0EV) extraidas de uteros de planta de sacrificio, por su parte, ovocitos fertilizados y
madurados en medio SOF+ BSA fueron suplementados en diferentes dosis de oEV,
encontrandose que en una dosis de 0,05mg/ml se observa una tendencia en la mejora de la tasa
de blasrocistos expandidos de grado 1 al dia 7 en embriones frescos, mientras que en embriones

criopreservados no se observaron efectos en la misma variable (Le Bourhis, et al. 2019).
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Conclusion

La produccién de embriones in vitro se ha masificado en los ultimos afios en el continente,
varios paises han mostrado indices positivos en la adopcion de la técnica, a pesar de que en
Colombia la informacion sobre la utilizacion y comparacion de medios de cultivo sea limitante,
los reportes disponibles permiten inferir que la investigacion ha permitido optimizar la técnica
de forma que el empleo de diferentes aditivos sea mas rentable y permita mejores resultados en
la supervivencia de los embriones en base a efectos antioxidantes, todo esto considerando la
fisiologia de estos eventos ocurridos en los cruces de interés para la region sometidos a las

condiciones del tropico.
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