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{PORQUE HABLAR DE ADITIVOS PARA LA
FERTILIZACION /N VITRO?

Uso de las biotecnologias

v

» Preservar animales de alto valor geneético

Disminuir intervalo intergeneracional

v

v

Optimizar el uso de las células sexuales

Eis\'%ategias para mejorar los resultados y rentabilidad (30% - 40%

v

(Palma, 2008; Caicedo, 2011)
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OBJETIVOS

» General

Comprender la interaccion de los diferentes aditivos utilizados para la
fertilizacion /n vitro

» Especificos
Relacionar los eventos en la fertilizacion /n vivo e in vitro

Presentar los efectos de los aditivos en el proceso de fertilizacion /in
Vitro

Presentar la efectividad de los aditivos durante el proceso de la FIV con
base a la revision bibliografica
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PRODUCCION DE EMBRIONES /N VITRO (PIV)

;Cuales son los objetivos?

Multiplicar . Dar soluciones . Optimizar la
Promover el . Disminuir el Mejoras en la ety
) . ejemplares de . a problemas - utilizacion de
mejoramiento intervalo e adaptabilidad :
- alto valor . especificos de : células
geneético. . generacional. . 1 ambiental.
productivo. infertilidad. sexuales.

(Palma, 2008; Caicedo, 2011)
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PASOS DE LA PIV

Recoleccion Etapas /n
de ovocitos vitro

Vacas muertas lVacas vivas Maduracion Fertilizacion = Cultivo

24 horas 6 -18 horas 7 dias

(Palma, 2008)
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MADURACION

Cambios {

Degeneracion

Desarrollo

Nucleares

Expansion de las

células del cumulos

Aparicion de los
cuerpos polares

Reorganizacién microtubulos
qgue conllevan a la progresion
de la Metafase | hasta la
Metafase Il

Citoplasmaticos

Reprogramacion de la sintesis
proteica con la activacion de
proteinquinasas (MAPK) vy el
Factor Promotor de la
Maduracion (MPF)

Liberacion de Ca

(Palma, 2008)



EMBRIOGErm =X
Biotecnologia Reproductiva

FERTILIZACION /N VITRO

o= &
Seleccionar semen ::'}‘ Centrifugar nuevamente durante
1" \g 5 minutos a 3000gravedades

Descongelar semen (35°C -
30seq) - Retirar el sobrenadante, dejar

Wbm

Depositar en tubo eppendorf
: . arvz(‘ Adicionar medio de

con medio de capacitacion " .
fertilizacion

Centrifugar durante 5 ra
minutos a 3000 gravedades _~."f Revisar calidad del semen

Retirar sobrenadante g inseminar

Preparacion del semen

(Palma, 2008(Goncalves FS, Arruda RP, & Mingoti GZ, 2014)
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CONDICIONES DEL CULTIVO

Desarrollo de los embriones hasta el estadio
de blastocito

Aminoacidos = ROS (02 - H202)

|
. fuentes de |
energia - : Antioxidantes
Osmolaridad . (SOD - GPX -
regulacion de :
pfriué;;rjel adecuada Temperatura | 9 oH - : pH optimo taurina e
: (270 - 300 38.5°C | | 7.2-7.4 hibotauring
medio) BT - precursores de 2 oo e
. proteinas y | glutation,
| acidos | piruvato,
l Nidleicas | Vitaminas C, E, A)

(Palma, 2008)
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EVENTOS MOLECULARES QUE LLEVAN A LA
CAPACITACION DEL ESPERMATOZOIDE

[ i AT s wmins - HCO Ao oo e L
et e ciclasa |

(Scott , 2005)



Membrana Plasmatica Ovular

CITOPLASMA OVULAR

Espacio perivitelino

Contenido del

granulo cortical

Gréanulo cortical
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ADITIVOS
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HEPARINA

Receptor de :
colesterol Union de

HCO -
== 4~ heparina
" — Membrane

(+) ‘L ‘L )

| Fosforilaciéon de la proteina tircosina

(Parrish, 2014)
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PENICILAMINA + HIPOTAURINA + EPINEFRINA
(PHE)

| L : : 1 el % de espermatozoides que
Penicilamina (+ epinefrina) =————— ., K
sufren reaccion acrosdomica

: : .1 la motilidad espermatica vy la
penetracion de ovocitos.

‘ Epinefrina + Hipotaurina e o o o o o o o o o o0 0 O _

Formacion de pronucleos

(Kang, Huang, Yanagawa, & Nagano, 2015)
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Journal of Reproduction and Development, Vol. 61, No 2, 2015
—Original Article—
Addition of D-penicillamine, hypotaurine, and epinephrine (PHE)

mixture to IVF medium maintains motility and Iongewty of bovine
sperm and enhances stable production of blastocysts in vitro

Sung-Sik KANG?", Keisuke KOYAMA?, Weiping HUANG", Yinghua YANG?",
Yojiro YANAGAWA", Yoshiyuki TAKAHASHI" ¥ and Masashi NAGANO"
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Table 1. The effects of the PHE mixture and sperm concentration on sperm penetration rate at 18 h after IVF using medium
including theophylline

Sperm concentration No. of cocytes Percentages of
Bulls PHE WA
(*10° cells/ml) (Replicates) Total penetration 2PN Poly  Others*
A 1 - 31 (3) 100,00 74.2 g 4ab 16.42
- 31 (3) 84,20 75.1 ob g |
2 + 3 (3) 97.0% 8.2 13.0% 158
- 31 (3) 95,70 77.0 10.0% 9.7
5 + 42 (3) g7 g 75.9 218 i
- 37(3) 10000 87.0 13,080 ot
B 1 - 31 (3) 95 K 78,74 4,28 13.0%
- 32(3) 1 g .4sh
2 - 34 (3) 93.9* 82.5° 11.5% ot
— 33(3) 97.0° 84 8° .4 Cw
5 + 31 (3) 100.0¢ 73.6% 23.00 33
- 42 (4) 95 07 8.7 g g%b Ty
C I - 40(3) R 73.3%0 33 5.0
= 40 (3) 69.5° 6.7 13.8°
2 - 51 (4) 97.9¢ 82.4° 5.7 ot
- 48 (4) §9.20 79.2° g g4
5 + 35(3) 97,05 53.6° 30.6° 1"
- 32(3) 100.0¢ R0.8* 15.9%0 3.3%

# b ¢ Values with different letters within cach bull differ significantly (P < 0.05). *Others: an enlarged sperm head with an
anaphase 1L/telophase 11 chromosome or a male pronuclens was observed. 2PN, two pronuclel; pely, penctrated with more than
two Sperm.

(Kang, Huang, Yanagawa, & Nagano, 2015)
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TEOFILINA

PHE + teofilina: Acelera la motilidad espermatica y la penetracion espermatica.

La teofilina activa la motilidad del esperma con el aumento de AMPc intracelular.

PHE previene un aumento AMPc y mantiene la motilidad del esperma sin hiperactivacion.

PHE + teofilina para la FIV

a una concentracion de esperma de 2 x 10° células/ml, da como resultado una fecundacién normal,
estable y un desarrollo de blastocito de cualquier toro.

(Kang, Huang, Yanagawa, & Nagano, 2015)
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L — ARGININA

o o I I I I I I I I
J
. Participa en la capacitacion Efecto protector sobre los
Precursor del NO, mediante P L. P ., P :
(NOS) ———| espermaticay la reaccion —— espermatozoides
! acrosomica. (peroxidacion lipidica)
v LN

A bajas concentraciones se A altas concentraciones,

mantiene la motilidad —> disminuye la motilidad

espermatica. espermatica.

(Oflaherty, Rodriguez, & Srivastava, 2004; Santana et al., 2014)
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(Oflaherty, Rodriguez, & Srivastava, 2004)
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1 7= - = = = = + * Incubacion del grupo control

] durante 45 minutos con heparina
- a razon de 10Ul/mL

Time 0 Control Heparin 10 20 30 40 50

Diferentes concentraciones de L-
Arginina (10 a 50mM)

L-arginine (mM)
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(Oflaherty, Rodriguez, & Srivastava, 2004)
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CONCLUSIONES

» La existencia de una composicion bioquimica similar en la
fertilizacion /n vivo e in vitro, permite comprender la
favorable interaccion de los aditivos en el proceso de FIV

» Bajo la influencia de la PHE hay una mayor penetracion de
los ovocitos y formacion de pronucleos.

» Aditivos como la PHE, Heparina y L - Arginina favorecen
los procesos de capacitacion y reaccion acrosomica,
incrementando la produccion de embriones /n vitro.
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