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RESUMEN

El estudio pretende mejorar el sistema de cultivo convencional de embriones utilizando
co-cultivo con células inactivadas. Para ello se inactivaron células provenientes del istmo
y ampula, con Mitomicina C (40 pg/ml) para inhibir la capacidad de division. Los
ovocitos se maduraron in vitro durante 24 h, se fertilizaron durante 18 h en cultivo
convencional y se cultivaron durante 7 dias en un sistema de co-cultivo con células
inactivadas (1.44 x 10° de células/pocillo 500 pl) provenientes del istmo y ampula, por
separado (2.88 x 10° de células/ml). Los resultados se evaluaron con un disefio
completamente al azar (DCA) con sub muestra con tres tratamientos, realizando un
ANOVA y prueba de Tukey (a = 0,05). Se concluye existe diferencias significativas de
las células alimentadoras inactivadas comparada con el control (sin ceélulas
alimentadoras). En conclusion, el co-cultivo con células alimentadoras inactivadas
provenientes del Ampula e istmo sirven como un soporte en la viabilidad del desarrollo

embrionario.

Palabras claves: Palabras claves: Mitomicina C, embrion, co-cultivo, istmo, &mpula.
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ABSTRACT

The study wants to improve the conventional embryo culture system by using co-culture
with inactivated cells. For this, cells from the isthmus and ampulla were inactivated, with
Mitomycin C (40 pg/ml) to inhibit the ability to divide. The oocytes were matured in vitro
for 24 hours, fertilized for 18 hours in conventional culture and cultivated for 7 days in a
co-culture system with inactivated cells (1.44 x 10° cells/well 500 pl) and separated from
the isthmus and ampulla (2.88 x 10° cells/ml). The results were evaluated with a
completely randomized design (DCA) and sub sample with three treatments, making
ANOVA and Tukey test (a. = 0.05). It is concluded that there are significant differences
of the inactivated feeder cells compared with the control (without feeder cells). In
conclusion, co-culture with inactivated feeder cells from the ampulla and isthmus serve

as a support in the viability of embryonic development.

Key words: Keywords: Mitomycin C, embryo, co-culture, isthmus, ampulla.
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I. INTRODUCCION

La ultima década del siglo pasado, se caracteriz6 por ser un periodo relevante, refiriéndose
al desarrollo de tecnologias directas para la reproduccion y para el mejoramiento en la
manipulacion reproductiva y genética de los animales. EI nGmero de embriones bovinos
producidos in vitro a nivel mundial ha crecido rapidamente. Asi mismo, vivimos en la era de
la reproduccion y la biotecnologia, existiendo muchos estudios dirigidos al mejoramiento de

estas herramientas biotecnoldgicas (Hansen, 2006).

Con el constante aumento de la poblacién mundial y las deficiencias nutricionales en muchas
partes del mundo, la biotecnologia reproductiva es una herramienta que podria ser la clave
para el desarrollo agropecuario y poder generar la suficiente cantidad de alimento para cubrir
las necesidades de una poblacién en constante crecimiento (Urrego y Restrepo, 2006).

Los paises como Panama y Uruguay tuvieron un aporte importante del 1% y 0,32%
correspondiente a 2.905 y 850 embriones producidos respectivamente. Argentina obtuvo 292
embriones producidos in vitro (Ruiz, 2006). En Colombia, la tasa de adopcion de la
biotecnologia pecuaria en el 2009, fue de 130.000 unidades anuales (Gutiérrez, 2010).

Actualmente, se observa la intervencion de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de
Mendoza, la cual viene ejecutando dos importantes proyectos de mejoramiento ganadero,
trabajando con nuevas biotecnologias como la transferencia de embriones y la introduccién
de ganado vacuno de alto valor genético. Esta institucion requiere informacion del contexto
social y econémico en el que se desarrollan los pobladores de las importantes cuencas
ganaderas, con la finalidad de mejorar su intervencion y poder desarrollar tecnologias
sostenibles que generen un cambio en el mejoramiento del ganado vacuno, contribuyendo de

esta manera con el desarrollo local (Vasquez, 2016).

Gardner et al (2000), indica que el mejoramiento genético involucra el empleo de tecnologias
reproductivas y biotecnolégicas tales como la inseminacion artificial (Al), la ovulacion
maltiple, la transferencia de embriones, la fertilizacion in vitro, la seleccion asistida por
marcadores geneticos, por lo general estas herramientas son de suma importancia para

obtener una buena produccién ganadera.

14



Sin embargo, es importante sefialar que el desarrollo de embriones bovinos cultivados in
vitro, ha presentado una serie de dificultades, particularmente en aquellos que han sido
producidos después de la maduracién y fecundacién de ovocitos in vitro. Es dificil determinar
si el problema se debe directamente a condiciones no éptimas de cultivo de los embriones o
si se debe a la reduccion del desarrollo de competencia de los ovocitos madurados y
fecundados in vitro. Ferndndez (1996), en su investigacion de fertilizacion in vitro de
ovocitos recolectados de vacas ceb pos mortem concluye que la mayor dificultad es durante

el proceso del cultivo in vitro.

El objetivo principal de esta tesis es evaluar el efecto de las células alimentadoras inactivadas
en el desarrollo in vitro de embriones bovinos, utilizando las dos lineas celulares del oviducto
bovino (dmpula e istmo) para mejorar la eficiencia en términos de desarrollo, calidad y

viabilidad embrionaria.
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Il. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo general

Evaluar el efecto de las células alimentadoras inactivadas en el desarrollo in vitro de

embriones bovinos.

2.2.  Objetivo especificos

e Determinar el porcentaje de la maduracion in vitro de ovocitos bovinos.
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3.1.

I1l. MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion

Durante muchos afios se ha tratado de reproducir artificialmente los eventos de la
maduracion y la fertilizacion de ovocitos, asi como el desarrollo embrionario temprano.
Al inicio, la produccion embrionaria in vitro sélo tenia fines cientificos; sin embargo, en
las Gltimas dos décadas se ha comenzado a utilizar como técnica la biotecnologia
reproductiva de tercera generacion (sexaje y clonacion de embriones in vitro) (Thibier,
1993). La produccién in vitro (PIV) de embriones es una herramienta util para el estudio
y comprension del desarrollo embrionario temprano en mamiferos, con aplicaciones que
van desde el tratamiento de problemas en reproduccion humana hasta la conservacion de
gametos de animales de alto valor genético, permitiendo el manejo de una gran poblacion
y a bajo costo. La PIV de embriones se engloba en tres etapas (cuatro si tenemos en cuenta
la recoleccion de los ovarios): maduracion, fecundacion y cultivo in vitro (CIV). En el
tracto reproductivo femenino existen diversos factores y sefiales troficas necesarias para

el desarrollo embrionario.

Estos tres pasos comprenden una compleja serie de procesos fisiol6gicos, donde cada uno
condiciona el éxito o fracaso del siguiente. La tasa de maduracién de ovocitos bovinos es
alta; aproximadamente de 80 a 90%, la fecundacién in vitro tiene menor resultado,
Ilegando solo hasta la etapa de 2 a 4 células y pocos son capaces de alcanzar la etapa de
blastocisto. Siendo la tasa de desarrollo de blastocisto in vitro entre 30 y 40 % (Mucci et
al., 2006).

La produccion de embriones in vitro continda siendo un proceso ineficiente: el 90% de
los ovocitos inmaduros maduran desde la profase | a la metafase 1l y s6lo el 80% de los
ovocitos maduros son fecundados y alcanzan el estadio de dos blastomeras. Tan s6lo
entre un 30% y 40% de los ovocitos inmaduros logran alcanzar el estadio de blastocisto

al dia 7 y 8 tras la fecundacién (Rizos et al., 2008).

En la maduracion de ovocitos suceden una serie de modificaciones dirigidas a la

maduracion citoplasmatica y a la expulsion del corpusculo polar. También se produce
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una maduracion nuclear del ovocito progresando desde la profase | a la metafase Il
(Pincus y Enzamann, 1935). Estos acontecimientos preparan al ovocito para la
fecundacion y el subsiguiente desarrollo embrionario preimplantacional. La maduracién
in vitro (MIV) es una etapa muy importante y afecta al posterior desarrollo embrionario.
De hecho, la calidad ovocitaria repercute en el porcentaje de ovocitos inmaduros que

daran lugar a futuros embriones (Rizos et al., 2002).

En la utilizacion de las técnicas de reproduccion asistida (TRA) existen fracasos, baja
tasa de prefiez y la implantacion después de la transferencia de embriones en estadio
temprano o blastocisto. El recurrente fracaso en la implantacion y los repetidos abortos
puede ser causados por la incapacidad del embridn, la replicacion genética, trastornos
hormonales (efectos negativos de los protocolos de estimulacion ovarica), problemas
inmunoldgicos, a sincronia embrionaria-endometrio durante la entrada para la
implantacion (Levitas et al., 2004) en su investigacion la transferencia de embriones en
estadio de blastocito en pacientes que no lograron concebir en tres 0 mas dias, en 2-3
ciclos de transferencia de embriones, concluye que hay diversos factores y motivos que

conlleven a un fracaso de los embriones como en estadio temprano o blastocisto.

El sistema embrionario se enfrenta con el problema de desarrollo durante el ciclo celular
que corresponde a la activacion genémica (Camous et al., 1984; Heyman et al., 1987).
En la biotecnologia animal los sistemas de cultivo de embriones de mamiferos dependen
del sistema “feeder layer” con el fin de lograr la transferencia de embriones. La
transferencia de embriones en los animales sélo pueden realizarse en la fase de
blastocisto, estadios mas tempranos de desarrollo después de la fertilizacion in vitro (FIV)

y cultivo, antes del dia cinco da lugar a que los embriones sean expulsados en la vagina.

Los requisitos para el desarrollo de embriones tempranos de animales domésticos no se
han definido, los intentos de cultivar embriones de animales domésticos estan centrados
en la seleccion de medios y aditivos, atmdsfera de gas y etapa de desarrollo de los
embriones. Otro enfoque que define los requisitos de los embriones para su desarrollo es
co-cultivar los embriones con otros tipos de células que proporcionan un estimulo para

el desarrollo de los embriones. Los exitosos sistemas de co-cultura podrian analizarse
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para determinar la naturaleza del soporte que proporcionan para los embriones. Los dos
sistemas de co-cultura que parecen prometedoras son de co-cultura con vesiculas

trofoblasticas y las monocapas celulares (Kuzan y Wright, 1981).

En estos ultimos afios, los investigadores tienen la capacidad de mejorar el desarrollo in
vitro utilizando células "ayudantes™ en un sistema “feeder layer” de embriones, Rexroad,
1989, en su investigacion de co-cultivo de embriones de animales domésticos concluye
que se deberia de mejorar el desarrollo in vitro con células ayudantes con un sistema
feeder layer de embriones, por lo tanto, esta investigacion llevaria al éptimo éxito en el
desarrollo in vitro. Sin embargo, durante casi una década se ha generado una controversia
creciente distinguiendo cual es el méas efectivo usando células auxiliares. Recientemente
se ha reportado éxito en el desarrollo 6ptimo del embridn después de la etapa de bloqueo
in vitro del sistema feeder layer. Se han utilizado vesiculas trofoblasticas (Pool et al.,
1988) y células epiteliales oviductales (Ellington et al., 1990) de ovejas y bovinos para
la realizacion del sistema feeder layer para el desarrollo de los embriones, en reemplazo
de células tradicionales de cuellos uterino (fibroblastos). Se esta haciendo uso del sistema
feeder layer de los oviductos para mejorar el desarrollo de embriones en oveja (Gandolfi
y Moor, 1987). El uso de tejido oviductal en el embrion mediante el sistema de feeder
layer ha recibido mayor atencion en un esfuerzo por comprender los mecanismos de las
celulas colaboradoras que interactian con los embriones para mejorar el desarrollo in
vitro de los embriones. Otros investigadores han evaluado el desarrollo in vitro de
embriones bovinos utilizando oviducto fresco o congelado-descongelado de células para

la realizacion del sistema feeder layer (Ellington et al., 1990; Rexroad y Powell, 1988).

El sistema feeder layer de embriones junto con otras lineas celulares puede disminuir el
estrés oxidativo a través de las funciones quimicas beneficias que estas células producen
(Mermillod et al., 1993).

El sistema de feeder layer es una idea atractiva para co-cultivar embriones tempranos con
una monocapa de células oviductales y para co-cultivar embriones mas desarrollados
(mérulas o blastocistos) en una monocapa de celulas uterinas. Este concepto supone que

la monocapa proporciona algun estimulo especifico durante el desarrollo del embrion.
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Varios investigadores han usado células del tracto reproductivo para co-cultivar
embriones. Las células de los oviductos de ovinos han sido aisladas raspando la superficie
lumenal de los oviductos disecados (Rexroad y Powell, 1986; Rexroad y Powell, 1988b)
o simplemente recolectando células que fueron lavadas de los oviductos durante

recuperacion de embriones como explica Gandolfi y Moor, (1987).

Los fibroblastos endometriales uterinos para el co-cultivo se obtuvieron por cultivar
explantes de endometrio bovino y subvertir las células después de la tripsinizacion
(Kuzany Wright, 1982). Los fibroblastos se utilizaron para el co-cultivo in vitro (CCIV)
después de tres a cinco subpasos. Este método tiene la ventaja de preparar un pozo de
linea definida de fibroblastos. Se han usado células oviductales y granulosa para el CCIV
de moérulas y blastocistos. Se ha observado que en el co-cultivo con células uterinas los
embriones bovinos tempranos se desarrollan en blastocistos (Lawson, et al., 1972;
Boland, 1980; Eyestone, et al., 1985). En las literaturas no hay comparaciones para
definir si las células uterinas dan como resultado un mayor desarrollo de morula y
blastocistos que las células oviductales. Podria esperarse que las células del tracto
reproductivo sean buenos candidatos para la co-cultura de embriones. Rexroad y Powell,
(1988a) sefiala que, en ovinos, los co-cultivos de tres dias favorecen la implantacién de
embriones. Los embriones co-cultivados con células oviductales se ascendieron con més
frecuencia que embriones co-cultivados con una monocapa de células uterinas o de rifion.
De manera similar, Gandolfi y Moor, 1987 reportaron que los embriones co-cultivados
con las células oviductales produjeron mas fetos después de realizado la transferencia a

las receptoras.

La actividad metabdlica de las células alimentadoras debe mantenerse después de la
inhibicidn de la proliferacion celular para permitir la expresion de citosinas especificas y
secrecion de células y factores solubles (Park et al., 2003; Villa et al., 2009). Por lo
general, la inhibicion de la proliferacion en las células alimentadoras se logra exponiendo
las células a Mitomicina-C (MMC) o irradiacion gamma. La MMC es un antibiotico
antitumoral ampliamente utilizado en terapia anticancerigenos que inhiben la separacién
de la doble cadena de ADN (Gutteridge et al., 1984; lyer y Szybalski, 1964). Aunque

cualquier tratamiento se puede usar para inhibir la proliferacion de células de
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3.2.
3.2.

alimentacion, la MMC se utiliza con frecuencia debido a su bajo costo y disponibilidad,
una dosis de 10 g/ml de MMC para 2.5 h se usa comUnmente para inhibir la proliferacion
de fibroblastos embrionarios de ratén (MFF) y fibroblastos fetales humanos (Reubinoff
et al., 2000; Nieto et al., 2007; Yu et al., 2008).

Estudios realizados en células vivas de la capa alimentadora tiene la capacidad de
promover la adhesion, crecimiento y diferenciacion in vitro de las células in vitro de las
células epiteliales, ya que secretan factores de crecimiento y proteinas de la matriz
extracelular que inhiben el sobrecimiento de los fibroblastos dérmicos (Arvelo et al.,
2004).

El oviducto y el utero son los 6rganos sistema reproductivo. Se ha pensado que durante
mucho tiempo el oviducto sirve como un conducto pasivo para el gameto y embridn (es)
en los primeros eventos reproductivos. Numerosos estudios se han realizado durante las
dos ultimas décadas, descubriendo que el oviducto esta involucrado en varios procesos
importantes que son necesarios para el desarrollo apropiado del embrién temprano (Leen
y Yeung, 2006; Coy et al., 2008; Avilés et al., 2010; Besenfelder et al., 2012).

Smith (2012), en varios estudios ha evaluado diversas condiciones con el fin de mejorar
la tasa de desarrollo embrionario y calidad in vitro. El primer embrion de mamifero en

un sistema de CIV ha utilizado la biotecnologia animal doméstica.

Bases tedricas

1. Produccion de embriones a través de fertilizacion in vitro.

Blandau (1980) en los principios de los afios 80 se produjo finalmente un becerro de
fertilizacion in vitro. Brackett et al., (1982) fueron los primeros en publicar el
nacimiento de un ternero saludable, que ocurri6 el 9 de junio de 1981 producido por

fertilizacién in vitro.

La produccion de embriones a través de fertilizacion in vitro se realiza dentro de un
laboratorio, donde el ovocito pasa por un proceso de maduracién para luego ser

expuesto a espermatozoides previamente capacitados para que se produzca la
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3.2.2.

fecundacidn proveyendo las condiciones adecuadas que simulen el proceso que se da

de manera natural (Pretty, 1994).

Dinamica folicular

El ovario es el 6rgano fundamental del sistema reproductivo. Cumple dos importantes
funciones: sintetiza hormonas y genera la gameta femenina. Ambas funciones son
reguladas por las gonadotrofinas hipofisiarias, foliculo estimulante (FSH) y
luteinizante (LH) y estan coordinadas con las propias secreciones del ovario para
producir una gameta madura adecuada para su fertilizacion. La estructura funcional
del ovario es muy dindmica; en el término de pocos dias de desarrollo de un grupo de
foliculos seleccionados solo uno destinado a ovular y generar un nuevo 6rgano
endocrino (cuerpo luteo). Estos fendmenos han sido intensamente estudiados en los
ultimos afios. Sin embargo, los mecanismos que inician el crecimiento folicular y que
determinan la seleccion del foliculo ovulatorio son todavia poco conocidos. Es asi
que aun tiene vigencia la frase: «Uno de los mas intrigantes misterios de la fisiologia
ovarica es qué factores determinan que un foliculo permanezca quieto, otro comience
a desarrollarse, pero luego se vuelva atrésicos, mientras un tercero madura y ovula»
(Greenwald, 1972). Las funciones del ovario no son solamente reguladas por las
gonadotrofinas sino también por factores endocrinos independientes de la hipofisis.
Estos factores son las hormonas producidas en el mismo ovario, las que por actuar
localmente se las denomina reguladores autocrinos y paracrinos; entendiéndose por
autocrino al efecto de una hormona sobre el funcionamiento de la célula que la
produce y paracrino al efecto de una hormona sobre el funcionamiento de una célula
o0 grupo celular adyacente. Se especula que los reguladores autocrinos y paracrinos
podrian tener un rol importante en el desarrollo y seleccion folicular, actuando
directamente o modificando las funciones de las gonadotrofinas; como nos indica en
la Figura N° 01.

22



Figura N° 01 Anatomia del ovario de la vaca. El aparato reproductor de la vaca esta

constituido por dos ovarios estd a su vez en su interior tienen las siguientes partes: region

médula (1), region cortica (2), foliculos (3) y cuerpo llteo (4).

Fuente: Anatomia reproductiva de la vaca (Gonzélez, 2007).

23



3.2.3. Maduracion de los ovocitos

Los ovocitos son extraidos de foliculos con diametro entre 2 a 8 mm a traves de la
aspiracion folicular, se coge estos diametros porque poseen buen porcentaje de
desarrollo embrionario a comparacion de ovocitos extraidos de foliculos menores de
2mm (Garcia y Martinez, 2013). Después de obtener los ovocitos se seleccionan
tomando en cuenta tres criterios; el didmetro de los ovocitos, el aspecto de su
citoplasma y las caracteristicas de las células del cdmulus que lo rodea (Liebfried y
First, 1979).

El proceso de maduracion in vitro es de gran importancia en la produccion de
embriones in vitro; porque si no se dan las condiciones adecuadas para el ovocito no

madurard y por tanto no podra ser fecundado (Gilchrist y Thompson, 2007).

La evaluacion de la maduracion de los ovocitos se da mediante la observacion de
algunas caracteristicas como son la expansion de las células del cumulus y la
presencia del corpusculo polar; otro factor importante para la maduracion, es el medio
de cultivo, ya que este debe proveer fuentes energéticas, proteicas, minerales,
antibidticas y hormonales para un buen desarrollo de los ovocitos (Memili et al.,
2007).

Algunos factores a tener en cuenta en la maduracion es la osmolaridad, pH y
hormonal, hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH),
estrogenos (estradiol), células somaticas para co-cultivo (células del cumulos,
granulosa, teca interna, oviducto, Utero, células del higado de rata bufalo),
amino&cidos, factores de crecimiento, suero de vaca en estro, suero fetal bovino
(BFS) y suero albumina bovina (BSA), (Gordon y Lu, 1990).

El medio M-199 es el que generalmente se emplea en la maduracion de ovocitos, y
normalmente esta suplementado con gonadotropinas (FSH/LH), estradiol, suero
sanguineo y piruvato, el cual da altas frecuencias de maduracion nuclear y expansion
del cumulus cuando se agrega FSH (Leibfried et al., 1986). Ademas, el piruvato

sodico permite prescindir de las células del cimulus durante la maduracion, puesto
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3.2.4.

que se han obtenido blastocistos competentes para producir terneros viables tras la

transferencia embrionaria utilizando este compuesto (Geshi et al., 2000).
Fecundacion y capacitacion espermatica

La fecundacion consiste en unir e incubar en un medio suplementado con fuentes
energéticas y proteicas, ovocitos maduros con espermatozoides moviles y capacitados
por un periodo entre 6 a 24 horas. La capacitacion espermaética se realiza mediante la
exposicion de espermatozoides vivos a concentraciones de heparina y cafeina, entre
otras. A través de estas sustancias el espermatozoide logra capacitarse para poder
interaccionar y fecundar el ovocito de manera satisfactoria (Hemandez, 2005). La

Figura N° 02 nos indica las partes del espermatozoide.
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Figura N° 02 Caracteristicas del espermatozoide bovino.

Fuente: Hidalgo et al., 2005.
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3.2.5. Mitomicina C

3.3.

Es un antimetabolito derivado del Streptomyces caespitosus que inhibe la sintesis del
ADN vy proteinas. Se ha usado como coadyuvante en las cirugias de glaucoma y
cirugia refractiva de forma eficaz, y demostrado que inhibe la migracién de células
fibroblasticas, disminuye la produccidn de matriz extracelular e induce la apoptosis

de los fibroblastos. Su accion es considerada radiomimética (Akpek et al., 2009).

Definicion de términos basicos

. Oviducto

El oviducto no es simplemente un conducto por donde pasan los ovocitos y
espermatozoides, sino que ademas proporciona el medio ambiente adecuado para los
gametos y cigotos en desarrollo gracias a su fluido luminal y al fluido oviductal
(Beier, 1974).

El oviducto de los mamiferos es una estructura especializada y asume las funciones
fundamentales en el proceso de transporte de espermatozoides, fertilizacion,
ovulacién y transporte de embriones hacia el cuerno uterino manteniendo viables y
dirigiendo al Utero. Las investigaciones han sugerido que cuando los espermatozoides
llegan al istmo se adhieren a las paredes. Durante ese periodo ocurren cambios
fisiologicos a las paredes espermaticas, los cuales son esenciales para que los
espermas puedan fertilizar el 6vulo. Estos cambios son Ilamados capacitacion y
aparentemente son regulados por la adherencia a las paredes del istmo. Tarda
aproximadamente cinco a seis horas al momento de la inseminacion, para que en el
istmo haya una poblacion espermatica capacitada para ejercer la fertilizacion. La
porcion mas alta del oviducto, cercana al ovario, es llamada &mpula. El diametro
interno del &mpula es adecuando para el paso del évulo, es mayor que el istmo y es
donde ocurre la fertilizacion. Se cree que una sefial quimica realizada al momento de
la ovulacion, estimula la liberacion de los espermatozoides de las paredes del istmo,
permitiéndoles continuar su transporte al sitio de la fertilizacion en el ampula

(Jarnette y Nebel, 2007), como se muestra en la Figura N° 03.
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Figura N° 03 Anatomia del oviducto bovino.

Fuente: Anatomia y Fisiologia de la Reproduccion Bovina (Gonzélez, 2007).
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. Células epiteliales de oviducto bovino

Estan profundamente involucradas en el desarrollo reproductivo y acontecimientos

que ocurren en el oviducto.
. Foliculo ovarico

Un foliculo ovarico es un pequefio elemento en forma de bolsa en la que el ovocito
es almacenado hasta su maduracion y su liberacion. El desarrollo de foliculos
ovaricos > 5 mm ocurre en ondas, con dos o tres ondas por ciclo estral (McGee y

Hsueh, 2000).
. Células alimentadoras (feeder layer)

La capa de células de alimentacion no siempre se deriva de fibroblastos. Las células
alimentadoras suministran metabolitos a las células que soportan, no crecen ni se
dividen y pueden ser inactivadas por irradiacion gamma. Las células alimentadoras
consisten en una capa de células incapaces de dividirse y que proporciona secreciones
extracelulares para ayudar a que prolifere otra célula. Difiere de un sistema de co-
cultivo porque solo un tipo de célula es capaz de proliferar (Sara et al., 2015).

. Cultivo in vitro

La técnica o proceso de mantener, cultivar células o tejidos derivados de un
organismo vivo en un medio de cultivo es realizado sobre un medio nutritivo en

condiciones estériles (Menez6 y Khatchadourian, 1991).
Mitomicina C

Akpek et al (2009); nos explica que la Mitomicina C es un antibiotico antineoplasico
metilazirinopirroloindolediona aislado de la bacteria Streptomycescaespitosus y otras
especies bacterianas de Streptomyces. La Mitomicina C genera radicales de oxigeno,
alquila ADN vy produce enlaces cruzados entre el ADN interconectado e inhibiendo
asi la sintesis de ADN. Preferentemente toxica para las células hipoxicas, la

Mitomicina C también inhibe la sintesis de ARN y proteinas a altas concentraciones.
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4.1.

IV. MATERIALES Y METODOS

Materiales

El presente trabajo de investigacion cont6 con dos fases.

a.

4.2.
4.2.1.

Fase exploratoria: Los embriones fueron generados por el método FIV; el
procedimiento para cada método se encuentra establecido por el Laboratorio de
Biotecnologia Animal de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas. La definicion del protocolo, fue de acuerdo a los procedimientos generales
definidos para el desarrollo de los embriones.

Fase experimental: Las muestras fueron trabajadas en el Laboratorio de Biotecnologia
Animal, siguiendo el protocolo establecido por el laboratorio para la obtencién del
feeder layer, congelacion del feeder layer, obtencidn y seleccion de los ovocitos,
maduracion in vitro, fecundacion in vitro, inactivacion del feeder layer y co-cultivo

con feeder layer.

Meétodos

Recoleccién de muestras

Se recolectd las muestras en el Camal Municipal del distrito de Chachapoyas-
Chachapoyas- Amazonas, y centro de evaluacion en el Laboratorio de Biotecnologia
Animal, Reproduccion y Mejoramiento Genético de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas. Amazonas esta situada en el nororiente del
pais, posee parte de sierra y de selva. Limita al norte con Ecuador; al este con Loreto;
al sudeste con San Martin; al sur con La Libertad; y al oeste con Cajamarca. Su relieve
andino esta formado por la llamada Cordillera del Condor (oriental de la cordillera de
los Andes). Su superficie de 39.249 km?, sus coordenadas son 2° 59° de latitud sur y

se encuentra entre el meridiano 77° 9’ y 78° 42’ de longitud oeste.
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4.2.2.

4.2.3.

Recoleccion de lineas celulares.

Se recolect6 un aparato reproductivo sano, con una actividad reproductiva (ciclando),
la cual fue obtenida del beneficio bovino de la raza criollo, del camal municipal de
Chachapoyas. Posteriormente, éste fue trasladado al Laboratorio de Biotecnologia
Animal, para realizar la identificacion de los dos conductos lineales del oviducto
(dmpula e istmo) y el reconocimiento de los diferentes segmentos de oviductos se

realizd considerando variaciones en el diametro del oviducto.
Obtencion del feeder layer

Se utilizo el aparato reproductivo de una hembra bovina que presentd ovarios con
foliculos dominantes que se recuperd después del beneficio bovino del camal de
Chachapoyas. Se traslad6 al Laboratorio de Biotecnologia Animal, luego se realiz6
la identificacion de los dos conductos lineales del oviducto (istmo e ampula), el
reconocimiento de los diferentes segmentos del oviducto se realiz6 considerando las
diferencias anatomicas. EI segmento amperial del oviducto tiene mayor diametro que
el istmico. Los dos tejidos conectivos de los segmentos fueron recortados del
oviducto seleccionado. Cada extremo del oviducto fue envuelto firmemente por una
sutura quirdrgica estéril. Se prosigui6 a lavar y desinfectar con etanol cada segmento
del oviducto individualmente, de cada segmento cortado, se sacé la capa externa y
solo la capa interna se coloc6 en placa Petri dentro de la cabina de bioseguridad,
donde se realizd6 una digestion mecanica, para posteriormente lavar el tejido
procesado varia veces en buffer fosfato salino (PBS) con antibidticos y someterlo a
digestion enzimatica por 18 h en 10 ml de colagenasa (1 mg/ml en medio DMEM-
F12 suplementado con antibidticos-antimicoticos y 10% SFB) a 37°C y con agitacion
orbital. Luego se agitd vigorosamente para desprender células que aln pudieran
encontrarse adheridas al mismo. Se dejé reposar por 3 min y se recuperd el
sobrenadante, siendo sembrado en placas petri de 35 mm esteériles. ElI volumen del
cultivo se completd a 2 ml con medio DMEM-F12 suplementado con 1 mM de

glutamina, 0.2 mM de piruvato, 10 ng/ml de EGF (epidermal growth factor) y 30%
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4.2.4.

4.2.5.

de suero fetal bovino (SFB) y fue puesto en una incubadora de CO2 a 38°C para el

desarrollo de las células.
Congelacion del feeder layer

Cuando el crecimiento de las células habia llenado toda la placa de cultivo, se
identificé aquellas placas donde las células tuvieron rapida division como se observa
en la siguiente Figura N°04 (B y D). Luego uno o dos dias antes de la congelacion se
cambi6 medio fresco al cultivo. Para el proceso de congelacién se saco todo el medio
de cultivo de las placas con células y se lavo varias veces con PBS luego se agregd
tripsina-EDTA al 0.025% para despegar las células crecidas, posteriormente se
inactivo la tripsina adicionando DMEN F12 suplementado con 10%SFB. Cuando las
células estuvieron despegadas, se centrifug6 todo el contenido en tubos de 15ml por
2500rpm por 5 minutos, para después coger el pelet y colocarlo en una placa de 60mm
en medio DMEN F12 suplementado con 10% de SFB y 8% de DMSO (dimetil
sulfoxido), luego se colocd a razon de 1ml en viales Nalgene de 2ml (Nalgene,
Dinamarca) a una concentracion de 3x106 células/ml. La congelacion se llevé a cabo
mediante un gradiente de -1C°/min, empleando el sistema Mister Frosty (Nalgene,
Dinamarca) en el interior de un congelador comercial de -80°C. Luego de 4 horas los

viales fueron introducidos a un tanque de nitrégeno liquido (-196°C).
Recoleccion de ovarios

Se transportaron ovarios de bovino, cruce de criollo con brown swiss del centro de
beneficio de Chachapoyas-Amazonas, en un recipiente isotérmico conteniendo
cloruro de sodio al 0.9% (wt/vol) con 1ml de gentamicina, temperado a 37°C. En el
laboratorio, los ovarios fueron nuevamente lavados en cloruro de sodio al 0.9%.
Luego, se aspiraron los ovocitos usando una jeringa de 10ml y una aguja de 18 G con
medio de manipulacion HEPES suplementado con 50 mg/ml de gentamicina y 10%
(vol/vol) de suero fetal bovino (SFB) (Vajta et al., 2001).
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4.2.6.

4.2.7.

4.2.8.

Maduracion In Vitro (MIV) de ovocitos.

Los ovocitos aspirados fueron clasificados segun la presencia y calidad de las células
del cumulus, coloracion y forma del ovocito (Liebfried y First, 1979; Sato et al.,
1990). Luego fueron cultivados in vitro por 24 h en una atmosfera humificada con
6% CO2 a 38.5 °C, en placas multi pocillos de 4 celdas en medio de maduracion
TCM-199 suplementado con 0.25 mg/ml de piruvato de sodio, 50 ug/ml de
gentamicina, 0.01Ul/ml de hormona foliculo estimulante (FSH), 0.01Ul/ml de
hormona luteinizante (LH), 0.1mg/ml de glutamina, 10ng/ml factor de crecimiento
epidermal (EGF), lug/ml de 17p-estradiol y 10% SFB. Como se muestra en la Figura
N° 06.

Fecundacion In Vitro (FIV) de ovocitos

Pasada las 24 horas de maduracion los ovocitos fueron juntados en una incubadora
por 18 horas en una atmasfera humificada a 38 °C y 5% CO: con los espermatozoides
lavados, seleccionados y capacitados por el método de Percoll (Parrish et al., 1995)
de la raza brangus en medio de fecundacién TALP-FIV (Vajata et al., 2001),
suplementado con 2mM de piruvato de sodio, 50 ug/ml de gentamicina, 0.03 mg/ml
heparina y 3 mg/ml de BSA-FAF.

Inactivacion del feeder layer.

Se descongel6 células del istmo y &mpula bajo inmersidn en bafio maria a 37 °C, las
cuales se plaquearon en placas de cultivo de tejidos, donde al llegar las células al 90%
de confluencia se inactivaron mediante incubacion en una atmosfera humificada a
38.5°C y 5% CO2 con 40 pg/ml de Mitomicina C (MCC) durante 5 horas,
respectivamente. Después de la inactivacion, se retird el medio que contenia las
placas y las células se lavaron dos veces con PBS, para luego ser disociadas con
tripsina-EDTA al 0.025%, posteriormente se inactivo la tripsina adicionando DMEN
F12 suplementado con 10% SFB. Cuando las células estuvieron despegadas e
inactivadas se sembraron en Placas de 4 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca), a una

densidad 1,44 x 10° células/pocillo, respectivamente (Gémez et al., 2010) en medio

33



4.2.9.

4.2.10.

DMEN F12. Posteriormente a las 24 horas de cultivo se saco el medio DMEN F12 y
se remplaz6 con el medio SOF base (Vajata et al., 2001) suplementado con 0.044 g/l
de piruvato de sodio, 0.039 g/l de L-glutamina, 3.0 mg/ml de Suero Albumina Bovina
(BSA-FAF), 1X de aminoacidos esenciales, 1X de aminoacidos no esenciales, 10
mg/ml de EGF, 0.1 mg/ml de &cido citrico, 0.5 mg/ml de myo-inositol, 50 ug/ml de
gentamicina 'y 2 % de SFB donde permanecieron minimo 2 horas antes de poner los
embriones para su respectivo cultivo. Como nos muestra en la Figura N° 4 (A'y C),

la inactivacion de las células.
Co-cultivo de embriones con feeder layer

Pasadas 18 horas de fecundacion los presuntos cigotos fueron desnudados por pipeteo
y colocados en las placas de 4 pocillos que contenian las células inactivadas del
ampula (grupo CAB), istmo (grupo CIB), ambas (CB) y sin co-cultivo (grupo control
SCB) en el medio de cultivo SOF mencionado anteriormente. Luego fueron
incubadas a 38.5°C, 90 % de humedad y mezcla de gases (90% N, 5% CO2, 5% O3)

en bolsas herméticas. Como se muestra en la Figura N° 09 (A, B, C Y D).
Anélisis estadistico

Para determinar si existe o no diferencia entre el porcentaje de embriones que fueron
co-cultivados con el sistema feeder layer y el sistema tradicional, se utilizé la prueba
de homogeneidad de varianzas (ANOVA) vy la prueba T-student al 5% para las
muestras. Las muestras por cada repeticion fueron menores a 30. La prueba se realiz6

con el programa SPSS.
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V. RESULTADOS

La Tabla N° 01 muestra ovocitos maduros que fueron examinados y sometidos al
proceso de MIV, después de las 24 horas de inicio del proceso de maduracion, resultd
que el 42%, 61%, y 64% lograron llegar a la metafase de la segunda division meiotica.
Sin embargo, el 58%, 39% y 36% resultaron degenerados. También se observo la
expansion de las células del cimulus de los ovocitos (Figura N° 06). Paralelamente se
realizo la inactivacion de las lineas celulares con Mitomicina C por 5h como nos indica
la Figura N° 04 (B y C), este proceso se realizd cuando las lineas celulares estaban
desarrolladas (Figura N° 04; Ay C)

La fertilizacién fue realizada con pajillas del semental de la raza Brangus (Impacto)
provenientes del banco de la estacién experimental de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas-Chachapoyas; 1o mismo que los resultados de los
presuntos cigotos que fueron co-cultivados con el sistema feeder layer (CAB, CIB y
CB) comparados con el sistema tradicional (SCB). Se obtuvo 30%, 26,9% y 26,5% de
blastocistos para CAB, CIB, CB y SCB; respectivamente (Tabla N° 02). El co-cultivo
con las células del ampula (CAB) asi como, la combinacion de ambas (CB), promovieron

mayor nimero de embriones comparado a los grupos de CIB y SCB.
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Figura N° 04 Lineas celulares del ampulay el istmo. Células del &mpula (A) y del istmo (C),

fueron colectadas del oviducto bovino e inactivadas con Mitomicina C por 5h. Se observd
que las células inactivadas del ampula (B) y del istmo (D), no continuaron proliferando y

permanecian en la base de la celda de cultivo. La barra indica 60 um.
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Tabla N° 01 Maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

MADURACION IN VITRO

# Ovocitos Promedio Promedio
clasificados Maduracion % Maduracion Madurados  Degenerados % Degenerados degenerados
76 32 42 44 58
100 61 61 55.7 39 39 44.3
100 64 64 36 36

Se observa el total de ovocitos que formaron parte de tres

muestras examinadas y sometidas al proceso de MIV. Luego

MADURACION IN VITRO

de las 24 horas de inicio del proceso de maduracion, se obtuvo
el 42%, 61%, y 64% en metafase de la segunda division
meidtica. También se observa el 58%, 39% y 36% de los
ovocitos gque no llegaron a madurar, se degeneraron a lo largo
de proceso. Asimismo, se puede apreciar que los ovocitos al
final de la maduracién presentaron una expansion de CC, pero
tan solo algunos llegaron a madurar y presentaron expulsado

el primer crepusculo polar.

Figura N°05 Porcentaje de maduracion in vitro.
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Figura N° 06 Expansion de las células del camulus oophorus. La figura nos muestra la

expansion de las cimulus con 2 a 4 capas, posterior a las 24 horas de MIV. Los ovocitos
fueron obtenidos de foliculos de 2-7 mm. La barra indica 100 pum.
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Tabla N° 02 Co-cultivo in vitro de embriones bovinos.

GRUPO N° ovocitos N° ovocitos N° ovocitos N° ovocitos
madurados (%) fecundados cultivados N° Embriones (%0)
CAB 500 280(56)? 280 272 84 (30.0 £ 2.3)®
CIB 500 278(55.6) 2 278 272 75 (26.9 + 2.2)P
CB 500 279(55.8)® 279 272 82(29.4+2.2)?
SCB 500 275(55)* 275 272 73(26.5+2.2)°
Total 2000 1112 1112 1088 314 (28.2)

La produccion in vitro de embriones bovinos entre los co- DESARROLLO /N VITRO DE
cultivo en sistema “feeder layer” con células CAB, CIB, CB EMBRIONES BOVINO

y SCB fueron 30%, 26.9%, 29.4% y 26.5% respectivamente,
El desarrollo embrionario se evalu6 a los 7 dias de cultivo pos
fecundaciéon (p < 0.05). * Nos indica el % de embriones

obtenidos en co-cultivo con sistema feeder layer y el % de 10 l

embriones cultivo tradicional. Donde: Célula &mpula bovino 50 ‘
7 - - 7 z - == === ‘__!‘-;
(CAB), ceélula istmo bovino (CIB), célula ampula e istmo )
REPTICION # CULTIVO # EMBRIONES % EMBRIONES
bovino (CB) y sin células bovino (SCB). NCARmEE NE Mech

Figura N° 07 Desarrollo in vitro de embriones bovinos.
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Figura N° 08 Blastocisto co-cultivados con el sistema feeder layer y sistema tradicional. Los

cigotos fueron co-cultivados por siete dias hasta la obtencion de Blastocitos con lineas

celulares del ampula (A) y del istmo (B), y grupo control (C y D). La barra indica 50um.

40



VI. DISCUSIONES

En el trabajo de investigacion, el porcentaje de embriones producidos bajo el sistema de
co-cultivos con células alimentadoras inactivadas (ampula e istmo) fue de 30% al
séptimo; similar a lo reportado por Dashti et al (2016), quienes obtuvieron un 29% de
tasa de desarrollo embrionario al séptimo dia de co-cultivo con células del oviducto.
Estos valores demuestran que el sistema de co-cultivo tiene resultados semejantes a los

co-cultivos convencionales hallados por otros autores (Mucci et al., 2006).

Los resultados obtenidos en este estudio de investigacion con co-cultivo de CAB, CIB y
SCB fue de 30%, 26.9% y 26.5%, respectivamente, valores semejantes a lo reportado
por Hamdi (2013), quien obtuvo 24.1% de blastocistos bajo un sistema de co-cultivo con
células epiteliales oviductuales. Por otro lado, Dashti et al (2016) obtuvieron 40.62%,
30.52% y 22.52%, los blastocitos co-cultivados con células epiteliales del &mpula, istmo
y sistema tradicional, respectivamente. Estos valores reportados sugieren que el uso de
células somaticas (células oviductuales, células de granulosa, vesiculas trofoblasticas;
etc) permiten el desarrollo del embridn hasta el estadio de blastocisto (Rizos, 2001;
Mermillod et al., 2010).

La MMC es un tratamiento que utiliza para las células alimentadoras ya que ha
demostrado modificar la expresién o patron secretor de diversos factores de crecimiento
(Eiselleova et al., 2008; Sharma et al., 2012). En la presente investigacion, se utilizo
Mitomicina C (MMC) como inactivador de las células alimentadoras, con protocolos
similares a los empleados por Mehtab et al (2017). El protocolo demostro tener efecto
inhibitorio sobre las células somaticas, traduciéndose en la obtencién de feeder layer con

efecto positivo sobre la produccion de embriones in vitro.
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VIl. CONCLUSIONES

El porcentaje de maduracién in vitro obtenido en este experimento (64%), nos

confirma que los ovocitos cosechados tienen aptitud para el reinicio de la meiosis.

El uso de co-cultivo con lineas celulares procedentes del ampula, tuvo mayores
porcentajes de embriones producidos in vitro, comparados a aquellos provenientes
de las del istmo (30% y 26.9%, respectivamente). Sin embargo, se observaron

diferencias significativas de este ultimo comparados al del control (26.5%).

Una linea celular oviductual brinda soporte durante el desarrollo embrionario in

vitro bovino.
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Vill. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar los sistemas de co-cultivo en la produccion in vitro, ya que

brindan estimulo para el desarrollo del embridn.

Utilizar lineas celulares del &mpula e istmo en el sistema de co-cultivo, porque se

obtienen blastocistos viables.

Determinar los efectos de diferentes lineas celulares (germinales, somaticas, etc.)

durante los procesos de maduracién y desarrollo embrionario in vitro.

Prevenir la contaminacion de los cultivos durante cada fase de la produccion de los

embriones.
Realizar sistemas de co-cultivos en otras especies de animales domésticos.
Preclasificar los ovarios y foliculos a aspirar, para obtener ovocitos de buena calidad.

Continuar con las investigaciones relacionadas al uso de los co-cultivos.
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X. ANEXQOS

Anexo N° 01 Estado del desarrollo embrionario.

1. 1-Cel (dia 1)

{dia 5-6)

8. Blastocisto eclosionado o .
7. Blastocisto r:xpamhdu (dia 9) 9. Blastocisto expandido

(dia 8-9) ' cclosionado (dia 9-10)

Fuente: Valoracion morfoldgica segun IETS (2010).
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Anexo N° 02 Esquema experimental de la investigacion.

Esquematizacion experimental para el desarrollo de embriones con el sistema feeder layer

con células inactivadas del oviducto bovino.

SISTEMA CONVENCIONAL SISTEMA DE FEEDER LAYER
I

Tipo de células inactivadas

|
\ 4 i ¢

Con presencia de células >
del cuiiiliis Istmo Ampula
Desarrollo in vitro Desarrollo in vitro Desarrollo in vitro
R, Rio R Rio R, Rio
v v y y A y
EM EM EM EM EM EM

L] I

v A 4 v

Blastocisto Blastocisto Blastocisto

Donde: TO = Es el sistema convencional, TO = Testigo, T1 y T2 = Son las Células
alimentadoras inactivadas o sistema feeder layer, T1 = Células del istmo inactivadas con
Mitomicina C, T2 = Células del &ampula inactivadas con Mitomicina C, R1... R10 = Son los
nameros de repeticiones de cada tratamiento y EM = Evaluacién del porcentaje de cantidad

y calidad del embridn en estadio de blastocisto.
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Anexo N° 03 Procesos de inactivacion de las lineas celulares.

Primer proceso

Segundo proceso

Agregaremos  y lavaremos con
H Incubadora | PBS, este paso se realizard por tres

€02 veces. Se adiciona 500 l por cada
pocillo en la placa de cuatro. Y en

Agregar 4 ml de
DMEN 12.

placas de 35mm agregaremos 1000
Sacar v llevar
ul.
abialde bioseguridad
00 ——0,[[C 0
00
el — =
Placas con medio DMEN
12 y sacar el medio.
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Agregar 100 ul
de Mitomicina C.

!

HOMOGENIZAR

—

Agregar

o
ole]

300 placada

pocillo,

1000 ul ala

placa de 35 mm.

H

por § horas,

Llevar a la incundubadora




Anexo N° 04 Protocolo para la preparacion de los medios para la produccion in vitro de

embriones.

A. Medio de transporte de ovarios: Preparacion de solucion salina al 0.9%.

SOLUCION SALINA 0.9% PARA 1L

NaCl 99
Agua destilada 1L.
Gentamicina 1ml

Nota: Después de la preparacion de la solucion salina llevar a la autoclave y antes de llevar

para el transporte de ovarios, adicionar el antibiotico (Gentamicina).

B. Medio de lavado y busqueda de ovocitos: Preparacion del medio de manipulacion

MEDIO DE MANIPULACION para 100 ml y 50 ml

TCM-HEPES 90 ml 45 ml
SFB 10 ml 5ml
GENTAMICINA 100 ul 50 |

Nota: Después de terminar de hacer el medio siempre se debe filtrar, para luego ser llevado

a refrigeracion.
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C. Medio de Maduracion in vitro: Preparacion del medio de maduracion

MEDIO DE MADURACION PARA 10 ml

TCM-199 9ml
SFB 1mil
PIRUVATO 20 ul
FSH-LH 50 ul
GLUTAMINA 60 ul
EGF 10 ul
ETRADIOL 10 ul
GENTAMICINA 10 ul

Nota: Después de culminar de hacer el medio de maduracion se debe medir el pH y se debe

filtrar, para luego ser llevado a refrigeracion.
D. Medio de Fertilizacion in vitro

D.1. Preparacion del medio TALP

TALP- (FIV) FERTILIZACION

MW mM 50 mli
NaCl 58.44 114.0 0.3331 gr
KCI 74.55 3.2 0.0119 gr
CaCl2 + 2 H20 147.00 2.0 0.0147 gr
MgCI2 + 6 H20 203.30 0.5 0.0051 gr
NaHCO3 84.01 25.0 0.105 gr
NaH2PO4 119.98 0.3 0.0018 gr
LACTATO DE Na 112.10 10.0 0.093 ml

ROJO FENOL 354.40 1.0 mg/100 ml 0.0005
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D.2. Preparacion del medio de fertilizacion

MEDIO DE FERTILIZACION PARA 10 ml

TALP-FIV 10 ml
PIRUVATO 100 ul
HEPARINA 100 ul
GENTAMICINA 10 ul

BSA-FAF 0.03 gr

Nota: Después de terminar de hacer el medio de fertilizacion siempre filtrar.

D.3. Preparacion del Percoll al 90 %.

PERCOLL AL 90% PARA 40 ml Y Al 10 ml

SP-TL 10X 4 ml 1ml
NaHCO3 0.084 gr 0.021 gr
LACTATO DE Na 90 ul 22.5 ul
PERCOLL 36 ml Iml
MgCI2 6H20 158 ul 35.5 ul
CaCl2 H20 78 ul 19.5 ul

D.4. Preparacion del SP-TL 10X

SP-TL 10X
NaCl 4.675 gr
KCL 0.23 gr
NaH2PO4+H20 0.40 gr

Hepes 2.38 gr
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D.5. Preparacion del SP-TL

SP-TL para Percoll para 100ml

NaCl 0.5785gr
KCI 0.0230gr
NaHCO3 0.2104gr
NaH2PO4 0.0047gr
Lactato de Na (60%) 0.601ml
HEPESg 0.238gr
CaCl2+2H20 0.294gr
MgCI2+6H20g 0.0224gr
Ph 7.4

E. Medio de Cultivo in vitro:

E.1. Preparacion del medio de cultivo.

Medio de cultivo 25 ml
SOF base 25ml
Aminoécidos esenciales 20ul
Aminoacidos no esenciales 20ul
Mioynositol 20ul
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E.2. Preparacion del medio SOF

MEDIO SOF

COMPONENTES 200ml 100ml 50ml
NaCl 1.1688gr 0.5844qr 0.2922¢gr
KCI 0.10449gr 0.0522¢gr 0.0261gr
KH2PO4 0.0352gr 0.0176gr 0.0088gr
CaCl2+2H20 0.04969gr 0.0248gr 0.0124gr
MgCI2+6H20 0.0192 0.0096gr 0.0048gr
NaHCO3 0.42gr 0.21gr 0.1050gr
Rojo fenol 0.00028gr 0.00014qgr 0.00007gr
Lactato de Na 94.12ul 47.06ul 23.53ul

Nota: Después de terminar de hacer el medio de cultivo siempre se debe de filtrar.
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Anexo N° 05 Procesamiento del sistema de Feeder layer
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Anexo N° 06 Crecimiento e inactivacion de las lineas celulares
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Anexo N° 07 Produccion in vitro de embriones bovinos.
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Anexo N° 08 Maduracion in vitro de ovocitos bovinos.
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Anexo N° 09 Co-cultivo in vitro de embriones bovinos.
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