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1 INTRODUCCION GENERAL

La biotecnologia de la reproduccion es un conjunto de técnicas que estan
fundamentalmente orientadas a aumentar la capacidad reproductiva de las
hembras, dentro de éstas, se encuentra la produccion in vitro de embriones
(PIV), dicha técnica permite la produccion de embriones en gran escala. Sin
embargo, las dificultades de su aplicacion estan vinculadas con la menor
calidad de los embriones logrados, con los aspectos sanitarios cuando se
emplean ovarios de rastro y la sobrevivencia durante la gestacion y después del

nacimiento (Palma, 2001).

En México, se han realizado trabajos con el cultivo de embriones in vitro de
animales de produccion y existen reportes de crias nacidas a partir de
embriones producidos in vitro de bovino, porcino y ovino (Hernandez et al.,
2012), debido a esto, es importante propiciar el desarrollo de embriones de alta
calidad para aumentar la eficiencia en el porcentaje de gestaciones a partir de

la transferencia de embriones.

Actualmente se trabaja para desarrollar una tecnologia que permita aumentar el
namero de embriones vivos producidos in vitro, y tomando como antecedente
que una de las caracteristicas tanto del ovocito como del embrién dentro del
Utero es que estan en continuo movimiento, se nutre y se mueve por las
secreciones uterinas, se desarroll6 el presente estudio en el cual se realizo el
proceso de maduracion de embriones de ovino in vitro bajo un cultivo dinamico,
realizando dicho procedimiento con el objetivo de mejorar la calidad de los
ovocitos maduros y con esto aumentar la tasa de fertilizacion y de blastocistos

producidos.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Produccion in vitro de embriones (PIV)

En la produccion animal es importante propiciar el desarrollo de embriones de
calidad para aumentar la eficiencia en el porcentaje de gestaciones a partir de
un namero reducido de embriones transferidos, ésta ha sido la pauta para

nuevas investigaciones.

La PIV en rumiantes pequefios permite la obtencién en el laboratorio de un gran
namero de embriones a partir de ovocitos inmaduros (madurados in vitro) que
pueden ser utilizados tanto para investigacion como para su aplicacioén con fines
comerciales (Cognié, Baril, Poulin & Mermillod, 2003; Garcia-Garcia et al.,
2007). Ademas, puede tener ventajas como el desarrollo de lineas de
produccion de células madre embrionarias para sustentar nuevas tecnologias,
como la creacion de bio-reactores transgénicos, clones de animales para la

produccion animal y una fuente de bio-productos (Wani, 2002).

La PIV y la transferencia de embriones de ovino son técnicas que en
combinacion forman una herramienta que tiene numerosos beneficios, como
introducir y difundir rapidamente nuevas razas o genotipos de alto valor
reproductivo, reducir riesgos en la transmision de enfermedades y la

conservacion de material genético (Cueto & Gibbons, 2010).

2.2 Maduracion in vitro (MIV)

Durante el proceso de maduracion tanto in vivo como in vitro de los ovocitos
ocurren una serie de cambios, que permiten la reanudacion de la meiosis. Estos

eventos deben ocurrir antes de la fertilizacion y se caracterizan por la expansion



de las células del cumulus, la eliminacion del primer cuerpo polar y la formacion
de la metafase Il (Hyttel, Smith & Greve, 1986).

En condiciones in vitro la suplementacion del medio de maduracion con
gonadotropinas exdgenas aumenta el nimero de ovocitos que alcanzan la
metafase Il y la produccioén total de embriones viables (Galli & Moor, 1991). El
efecto positivo de las gonadotropinas ha sido asociado a una alteracion del
metabolismo de las células del cimulo, ademas inducen la reanudacion de la
meiosis en los ovocitos (Salustri & Siracusa, 1983). En estas condiciones, el
flujo de AMPc de las células del cimulo hacia el ovocito desciende por debajo
del umbral requerido para inhibir la activacion del factor promotor de la

maduracién (o de la metafase) y el ovocito reanuda la meiosis (Dekel, 1999).

2.3 Maduracién del ovocito

Los procesos involucrados en la maduracion del ovocito ocurren desde la etapa
fetal de la hembra hasta el final de su vida reproductiva. Las oogonias o células
germinales primordiales sufren divisiones mitéticas prenatalmente para
asegurar que la hembra nazca con suficientes células germinales que
posteriormente formaran foliculos. Sin embargo, solo una parte de las oogonias
reinician meiosis formando ovocitos primarios, que son con los que nacera la
hembra (Senger, 1999).

La maduracién es una serie de procesos que confluyen en la adquisicion de la
competencia del ovocito. Los ovocitos detienen su ciclo meiético en el estadio
de profase |, detenimiento que puede durar desde pocos meses (en peces)
hasta afilos (como en humanos), este tiempo es necesario para el crecimiento y
reorganizacion citoplasmica del ovocito antes de la fertilizacién (Sagata, 1998).
El reinicio de la meiosis es la etapa final de la maduracion del ovocito, ocurre

posterior al crecimiento y maduracién citoplasmatica y es desencadenado por



diferentes estimulos que varian entre las especies (Tarazona, Lopez & Olivera-
Angel, 2010).

La maduracion ocurre dentro del complejo folicular, el cual se compone de:
ovocito, células del cumulus, granulosa, teca y fluido (Nilsson & Skinner, 2001;
Kalinowski et al., 2004). Las interrelaciones entre estos componentes, han
puesto en evidencia que la maduracion del ovocito es un proceso complejo que
involucra tanto el reinicio del ciclo meiotico, como el reordenamiento de los
organelos y componentes citoplasmaticos (Fair, 2003; Fulka, First & Moor,
1998).

Durante la maduracion del ovocito se produce una serie compleja de
modificaciones en el citoplasma, junto con la maduracién meiética del nacleo y
ciertos cambios en la membrana, con el fin de preparar al ovocito para ser
fecundado con éxito y poder mantener la primera fase de desarrollo

embrionario.

En la Figura 1. Representacion esquematica del crecimiento del ovocito,
capacitaciéon y maduracion durante la foliculogénesis modificada de Mermillod,
Oussaid y CognieFigura 1 se presentan las diferentes fases del crecimiento,
capacitaciéon y maduracion durante la foliculogénesis del ovocito.
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Figura 1. Representacion esquematica del crecimiento del ovocito, capacitacion
y maduracion durante la foliculogénesis modificada de Mermillod, Oussaid y
Cognie (1999).

La LH estimula la produccion de factores similares a EGF (factor de crecimiento
epidérmico) en las células de la granulosa murales que transmiten la sefial en
forma paracrina y/o yuxtacrina a las células del cumulus oophorus,
desencadenando a través de diferentes vias metabdlicas el inicio de la
maduracién (Conti, Hsieh, Park & Su, 2006).

La maduracién se puede dividir en dos eventos independientes, la maduracion
nuclear y la citoplasmatica, aunque ambos eventos ocurren simultdneamente y

en forma interconectada.

2.3.1 Maduracion citoplasmatica

Los cambios que acontecen en el paso de ovocito primordial hasta embrion

transcripcionalmente activo se pueden dividir en tres:



Programa de crecimiento Unico o capacitacion ovocitaria, que es el
proceso de preparacion del ovocito durante la foliculogénesis que
posibilita un desarrollo embrionario posterior (Hyttel, Fair, Callesen &
Greve, 1997; Moor et al., 1998). En este periodo solo se dividen las
células somaticas, no el ovocito. Representa un periodo de sintesis
intensa y almacenamiento de macromoléculas. El ovocito durante esta
etapa es incapaz de pasar del estadio del ciclo celular G2 a metafase.
Las células foliculares proporcionan soporte metabdlico e instruccional

para que el ovocito no cambie de fase dentro del ciclo celular.

Modificaciones bioquimicas y morfoldégicas del ovocito durante la
maduracién que son desencadenadas por el pico de LH. La maduracién
ovocitaria se desencadena por la respuesta folicular al pico preovulatorio
de gonadotropinas, que confiere al ovocito la capacidad de sostener la
fecundacion y el desarrollo embrionario temprano. Durante esta fase de
maduracioén, las células de la granulosa siguen produciendo esteroides,
pero tiene lugar el paso de un ambiente estrogénico a otro donde
predomina la progesterona. Por otra parte, producen &cido hialurénico
gue permite la expansion y mucificacion de las células del cumulus
oophorus y pérdida de las uniones tipo gap de contacto entre el ovocito y
estas células. El potencial para la maduracion nuclear y citoplasmatica se
adquiere conjuntamente durante el desarrollo del ovocito (Moor et al.,
1998).

Como consecuencia de la reorganizacion y utilizacion de los productos
formados durante las dos fases anteriores, el ovocito crece, finaliza el
control materno del desarrollo y se activa el genoma embrionario.
Durante esta fase se produce una nueva transcripcion embrionaria
(Sirard, 2001). En el ratén se ha visto que el genoma embrionario toma el
control del desarrollo temprano inmediatamente después de la

fecundacion, en el estadio de dos células, mientras que en animales
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grandes esta transicion ocurre unos ciclos celulares posteriores
(Bachvarova, De Leon, Johnson, Kaplan & Paynton, 1985). El ovocito
contiene las instrucciones apropiadas para llevar a cabo las primeras
divisiones. Esta transicion se denomina transicion maternal a cigoto y

requiere la traduccion de nuevas proteinas (Sirard, 2001).

2.3.2 Maduracién nuclear

Cuando la meiosis se reinicia después de un pico preovulatorio de LH y entra
en la etapa de diacinesis, los cromosomas vuelven a condensarse, el nimero
de quiasmas disminuye y los cromosomas homélogos quedan unidos solo por
sus extremos. Al término de la profase | se produce la ruptura de la envoltura
nuclear, también conocida como ruptura de la vesicula germinal y los

microtUbulos del huso acromético se unen a los cinetocoros (Lattanzi, 2010).

En la metafase |, los cromosomas homoélogos se hallan dispuestos en el plano
ecuatorial, unidos entre si por los extremos, mientras que son atraidos hacia los
polos opuestos por los centromeros. En la anafase | los cromosomas
homoélogos se separan dirigiéndose a los respectivos polos. Una vez que llegan
a los polos, en la telofase I, uno de los grupos de cromosomas homologos es
expulsado del ovocito como corpusculo polar mientras que el otro grupo

continda con la segunda divisién meidtica (Lattanzi, 2010).

Al llegar al estadio de metafase Il los cromosomas se encuentran dispuestos en
el plano ecuatorial con cada cromatida hermana unida por el centromero a
polos opuestos del huso. En este punto la meiosis se arresta huevamente y se
reiniciard cuando el ovocito sea fecundado por un espermatozoide (Lattanzi,
2010).

La entrada de un espermatozoide en el citoplasma del ovocito maduro induce el
segundo reinicio de la meiosis. Durante la anafase Il los grupos de croméatidas
hermanas se dirigen hacia los polos opuestos y durante la telofase Il uno de los

7



grupos es expulsado como el segundo corpusculo polar. A continuacion, los
cromosomas del ovocito y los del espermatozoide se descondensan y forman
los pronucleos femenino y masculino, respectivamente. A medida que se
acercan ambos pronudcleos atraviesan una fase de sintesis de ADN para

replicar las cromatidas (Lattanzi, 2010).

Finalmente establecen un contacto intimo entre si, pierden las envolturas
nucleares y los cromosomas maternos y paternos se disponen en el huso
conformando una sola metafase mitética. Esta primera mitosis resulta en la

formacion de las dos primeras células del nuevo embrion (Lattanzi, 2010).

2.4 Factores que afectan la MIV

Las condiciones fisicas especificas del ambiente en el que maduran los
ovocitos (osmolaridad, pH y composicion i6nica del medio, temperatura y
tension de COz y Oz de incubacion, volumen de cultivo y tiempo de incubacion),
asi como la mayor o menor definicion del medio de maduracion utilizado (suero,
células somaticas, etc.) van a influir en el resultado final (Holm & Callesen,
1998).

2.4.1 Condiciones de transporte de los ovarios al laboratorio

La duracion y temperatura del transporte de los ovarios desde que son
recogidos en el rastro hasta que se comienzan a procesar en el laboratorio
puede influir en la calidad de los ovocitos. Walters y Graves (1998) compararon
el efecto de varias temperaturas (5, 16, 25, 30 y 37 °C) y tiempos (2, 6, 10, 14y
26 h) de transporte en la posterior maduracion de ovocitos porcinos. Al
aumentarse el tiempo de transporte se redujo la maduracion de los ovocitos en

todas las temperaturas valoradas. Los transportes de mas de 5 h de duracion o



a temperaturas inferiores a 25 °C comprometieron seriamente la maduracion de

los ovocitos.

2.4.2 Presencia de cuerpos luteos y foliculos quisticos en el ovario

Ocampo et al. (1993) han sefialado que la presencia de cuerpos lateos en los
ovarios afecta la calidad de los ovocitos recuperados, por lo que es conveniente
no utilizar ovarios con cuerpos liteos en los protocolos de PIV de embriones.
Asimismo, es recomendable desechar aquellos ovarios que presenten foliculos

quisticos.

2.4.3 Condiciones de cultivo

La temperatura de incubacion mas utilizada, tanto en la MIV, la fertilizacién in
vitro (FIV) y el cultivo embrionario (CE) es de 38.5 6 39 °C. En un estudio,
Abeydeera et al. (2001) analizaron el efecto de dos temperaturas, 35y 39 °C, y
de dos duraciones de cultivo, 44 y 68 h, durante la MIV de ovocitos porcinos
sobre la maduracién nuclear, la fecundacion y el desarrollo embrionario
posterior. El cultivo a 35 °C durante 44 h redujo significativamente la tasa de
maduracion nuclear (12 vs 79%), comparado con la incubacién a 39 °C durante
el mismo tiempo. La extensiéon del periodo de cultivo a 35 °C hasta 68 h
aumento la tasa de maduracion nuclear a 58%, mientras que en el caso del
cultivo a 39 °C, se aumento la activacion espontanea de los ovocitos.

Respecto al desarrollo embrionario hasta blastocisto, el tratamiento que dio
mejor resultado fue el cultivo a 39 °C durante 44 h (31%), comparado con el
cultivo a 35 °C (13%) y a 39 °C (3%) durante 68 h. Aunque se confirmé que la
temperatura y el tiempo 6ptimos de cultivo durante la MIV son 39 °C y 44h,
respecto a 35 °C y 68 h. La extension del tiempo de incubacion a una menor
temperatura permiti6 alcanzar tasas aceptables de desarrollo embrionario
(Martinez, 2002).



2.4.4 Medios de maduracioén

Para la maduracion in vitro de los ovocitos se utilizan diferentes medios de
cultivo, Ham's F-10, Ham's F-12, Krebs Ringer Bicarbonato modificado, TCM-
199, MEM, Tyrodes y Waymouth MB752/1. Todos ellos presentan en su
composicién una mezcla de sales inorganicas, vitaminas, aminoacidos, glucosa,
piruvato de sodio, hipoxantina, timidina y rojo fenol. En dichos medios, los
componentes varian en diferentes proporciones de sus componentes, a pesar
de la amplia variedad de medios descrita, el mas utilizado es el TCM-199
(Gliedt et al., 1996 a; Gliedt, Rosenkrans, Rorie & Rakes, 1996 b; Leibfried-
Rutledge, Critser, Parrish & First, 1989; Phillips, 1988; Wright & Bondioli, 1981).

Rose y Bavister (1992) realizaron un estudio en el que comparan diferentes
medios de cultivo comerciales. Los medios comparados fueron Ham's F-12,
TCM-199, MEM y Waymouth's MB 752/1. Los resultados demuestran que la
utilizacién de TCM-199 o MEM permiten obtener una mayor tasa de fertilizacion,
en comparaciéon con los medios Ham's F-12 y Waymouth's MB 752/1.

Varios autores (Menezo & Khatchadourian, 1991; Palasz, 1996) coinciden en
que los parametros biofisicos y los elementos inorgadnicos mas importantes a

controlar en los medios de cultivo embrionario son los siguientes:

e Osmolaridad. Teniendo en cuenta los valores observados en las
secreciones uterinas, podria asumirse que el valor Optimo de
osmoloridad deberia ser de 280 + 20 mOsm/Kg. Sin embargo, existe
evidencia que indica que valores de alrededor de 245 mOsm/Kg
favorecerian el desarrollo embrionario (Duque et al., 2003).

e pH. La mayoria de los embriones de mamiferos cultivados in vitro
desarrollan en pH neutro o ligeramente alcalino, encontrandose los
mejores resultados entre 7.2 y 7.6 (Mucci et al., 2006).

e CO2y O2. La fase gaseosa mas utilizada es aquella compuesta por 5%

COz2 en aire para la maduracion ovocitaria y fertilizacion, y 5% Oz, 90%
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N2 y 5% COz2 para el desarrollo embrionario. Estas son similares a las

registradas en el oviducto de algunas hembras mamiferas.

2.5 Transporte del ovocito en el oviducto

El oviducto de los mamiferos proporciona el microambiente necesario para la
captura, transporte y maduraciéon final de los ovocitos ovulados; transporte,
almacenamiento y capacitacion de los espermatozoides; la fecundacion, y por
altimo, las primeras divisiones del embrién (Hunter, 1988).

En el momento de la ovulacion, la fimbria del oviducto envuelve al ovario,
capturando el contenido de los foliculos, es decir, los ovocitos rodeados por sus
células del cumulus oophorus y una pequefia cantidad de fluido folicular
viscoso. Estos ovocitos se disponen en la ampolla oviductal, a través de la cual
son transportados hacia el lugar de fecundacién, en la union ampular istmica.
Todo el proceso descrito dura unos 24-30 minutos (Hunter, 1989) vy
posteriormente, los cigotos migran o son transportados hacia el Gtero.

Al transporte de los ovocitos contribuyen las ondas de contraccion peristaltica
en el miosalpinx, el batido ad-ovarico de los cilios que revisten la ampolla y los
movimientos del mesosalpinx (Hunter, 1989). Durante la citada fase de
transporte se produce una maduracién final del ovocito secundario v,
efectivamente, podria preverse algun tipo de cambio de membrana teniendo en
cuenta la diferencia entre los “medio ambientes” folicular y tubéarico (Hunter,
1989).

La adhesion de glicoproteinas oviductales (oviductinas) a la zona pelucida es

quizas uno de los cambios mas importantes (Hunter, 1989).

2.6 Movimiento in vivo

La luz de los oviductos y cuernos uterinos es un entorno dinamico en el que los
ovocitos y embriones tempranos son sometidos a distintas fuerzas generadas

por los cilios y el flujo peristaltico del fluido tubarico. EI movimiento del fluido de
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cuernos, la diversidad quimica y su interaccion producen un ambiente Unico
capaz de soportar el desarrollo del embridon y modular la expresion génica (Da
Rocha & Smith, 2012).

El embrién in vivo es expuesto a vibraciones de aproximadamente 5 - 20 Hz en
respuesta al epitelio ciliado del oviducto. Una forma sencilla de proporcionar un
cultivo con ambiente dindmico a los embriones es mediante el uso de un
agitador orbital estdndar de laboratorio colocado dentro de la incubadora. Esto
ha sido utilizado con éxito para la fertilizacion de embriones de ratdn mediante
el uso de 0.5 mL de medio cubierto con aceite, el cual se agita a 60 rpm (Smith,
Takayama & Swain, 2011).

Heo (2008) menciona que se han realizado diversos estudios para determinar la
velocidad de contraccion del oviducto, encontrando en algunos casos que la
frecuencia media observada en conejas es de 8.1 contracciones/min que
equivale a 0.135 Hz, mientas que en otros casos la frecuencia media del
movimiento ciliar en el oviducto es de aproximadamente 8.5 Hz a temperatura
ambiente y de 25 Hz a 36 °C.

El embrién preimplantatorio in vivo esta continuamente en movimiento debido a

contracciones musculares y el movimiento de células epiteliales ciliadas. Esto
da lugar a una influencia mecanica sobre los embriones en desarrollo. Este
movimiento también altera el gradiente que rodea la superficie de las células
qgue pueden formar en cultivo estatico, debido a las secreciones del embrion o el
agotamiento de los componentes de los medios. Las plataformas dinamicas de
cultivo pueden interrumpir estos gradientes, proporcionando un ambiente mas
homogéneo que mas estrechamente encierra en sintesis el crecimiento en el
entorno vivo. Un sistema de cultivo dinamico también proporciona una
oportunidad controlada a los embriones de actualizar el suministro de nuevos
sustratos continuamente y la eliminacion de productos de desecho (Smith et al.,
2011).
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2.7 Proceso de agitacion

La agitacion es un proceso de aceleracién y creacion de un contacto entre
fases. La agitacion aumenta la velocidad de transferencia de nutrientes, asi
mismo se evita que se creen areas estancadas con bajas concentraciones de
nutrientes y la formacion de agregados celulares. También se aumenta la
transferencia de productos metabdlicos y la tasa o eficiencia de la transferencia
de calor entre las células y el medio, y entre el medio y las superficies,

respectivamente (Panizo, 2011).

Panizo (2011) concluye que a una mayor agitacion se genera un mayor
crecimiento celular, sin embargo, si se excede en la velocidad de agitacion se
generan efectos negativos como el rompimiento de células y el aumento de la
temperatura, lo cual ocasiona un descenso en la viabilidad celular; por lo cual
se debe buscar alcanzar un balance entre la velocidad de agitacion y el minimo

dano celular.
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3 CALIDAD DE OVOCITOS EN DIFERENTES CONDICIONES
DE CULTIVO DURANTE LA MADURACION IN VITRO

3.1 Resumen

Dentro de la biotecnologia de la reproduccion se encuentra la PIV, esta permite
la produccion de embriones en gran escala. En las ultimas dos décadas, las
variables mas estudiadas para mejorar el desarrollo embrionario in vitro
incluyen la composicion quimica de los medios de cultivo, pero los requisitos
fisicos también pueden ser importantes en la mejora de las condiciones in vitro.
Por tanto, el objetivo del estudio fue evaluar las condiciones en las que se
desarrolla la maduracion in vitro para determinar la calidad reproductiva del
ovocito. Se obtuvieron 628 ovocitos de ovarios colectados en rastro. Se
realizaron dos experimentos, en el experimento uno, los ovocitos estuvieron en
incubacion en un medio estatico (T1= 165) y en un medio dindmico (T2= 173),
los cuales fueron sometidos a movimiento orbital durante 5 segundos cada 60
minutos durante 24 horas. En el experimento dos, los ovocitos estuvieron en
incubacion en un medio estéatico (T1= 147) y en un medio dinamico (T2= 143)
con movimiento orbital por 10 segundos. Experimento 1: el porcentaje de
ovocitos madurados fue diferente (P<0.05), mientras que en la tasa de
fertilizacion (T1=67.3+x13a vs T2=72.8+8.3a) y blastocistos producidos (T1l=
36.4+11.5a vs T2=39.3+6.8a) no hubo diferencia significativa. Experimento 2:
no hubo diferencia significativa al comparar la tasa de maduraciéon del T1 vs T2.
Sin embargo, la tasa de fertilizacion fue mayor (P<0.05) en el T2 (79.7+3.4b)
que en T1 (74.1+8.7a) El porcentaje de blastocistos producidos fue mayor
(P<0.05) al aplicar 10 segundos de movimiento (T2), siendo superior que el T1
por 10.6 %. El diametro embrionario fue similar en ambos experimentos entre
los diferentes tratamientos. En conclusion y bajo las condiciones en las que se
realizd esta investigacion, la viabilidad reproductiva del ovocito puede estar
influida por el tipo de cultivo en el que se desarrolla la maduracion in vitro.
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QUALITY OF OOCYTES IN DIFFERENT CONDITIONS OF CULTIVATION
DURING IN VITRO MATURATION

3.2 Summary

Within the biotechnology of reproduction is the PIV, this allows the production of
embryos on a large scale. In the last two decades, the variables most studied to
improve embryonic development in vitro include the chemical composition of
culture media, but physical requirements may also be important in improving in
vitro conditions. Therefore, the objective of the study was to evaluate the
conditions in which in vitro maturation is developed to determine the
reproductive quality of the oocyte. A total of 628 oocytes collected from the
ovaries were obtained. Two experiments were performed, in experiment one,
the oocytes were incubated in a static medium (T1 = 165) and in a dynamic
medium (T2 = 173), which were subjected to orbital movement for 5 seconds
every 60 minutes for 24 hours. In experiment two, the oocytes were incubated in
a static medium (T1 = 147) and in a dynamic medium (T2 = 143) with orbital
movement for 10 seconds. Experiment 1: the percentage of matured oocytes
was different (P<0.05), while in the fertilization rate (T1 = 67.3 £ 13a vs T2 =
72.8 £ 8.3a) and blastocysts produced (T1 = 36.4 £ 11.5a vs T2 = 39.3 + 6.8a)
there was no significant difference. Experiment 2: there was no significant
difference when comparing the maturation rate of T1 vs T2. However, the
fertilization rate was higher (P<0.05) in T2 (79.7 = 3.4b) than in T1 (74.1 + 8.7a).
The percentage of blastocysts produced was higher (P<0.05) when applying 10
seconds of movement (T2), being higher than T1 by 10.6%. The embryonic
diameter was similar in both experiments between the different treatments. In
conclusion and under the conditions in which this research was carried out, the
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reproductive viability of the oocyte can be influenced by the type of culture in
which in vitro maturation takes place.

Keywords: Ovis aries, static culture, dynamic culture, maturation rate

3.3 Introduccioén

Los criadores de ovinos se ven obligados a optimizar el potencial reproductivo
de las ovejas, lo que justifica el desarrollo de biotecnologias como la ovulacién
multiple inducida, transferencia de embriones y la produccion in vitro de
embriones (PIV). A nivel mundial, la PIV, tanto de recoleccion de évulos (OPU,
ovum pick up) como los obtenidos en rastros, resultd en 546,628 embriones
recolectados y 411,198 transferidos en 2013. Once paises informaron sobre la
recoleccion y transferencia de embriones de ovinos, siendo Australia y
Sudafrica los principales productores, seguidos de México, Nueva Zelanda y los
Estados Unidos de Norteamérica. En todo el mundo se recogieron 6,704
embriones PIV y se transfirieron 3,928 en 2013 (IETS, 2014).

La técnica de PIV presenta una baja eficiencia ya que a pesar de los numerosos
esfuerzos realizados para mejorarla continia teniendo un bajo rendimiento, el
porcentaje de ovocitos capaces de transformarse en embriones transferibles se
encuentra estancado entre el 30 y 40% (Herraddn, Quintela, Becerra, Ruibal &
Fernandez, 2007). Algunos autores mencionan que luego de la maduracion in
vitro (MIV), aproximadamente 90% de los ovocitos inmaduros sometidos a
cultivo alcanzan la metafase Il, de éstos aproximadamente 80% es fecundado y
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sélo 25 a 40% alcanza el estadio de blastocisto o blastocisto expandido (Henao
& Sanchez, 2010).

La composicion quimica de los medios de cultivo es una de las variables mas
estudiadas para mejorar el desarrollo embrionario in vitro (Yuan & Krisher,
2010) seguida por la evaluacibn de los requisitos fisicos (Menezo &
Khatchadourian, 1991; Palasz, 1996).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar la calidad reproductiva

del ovocito al variar las condiciones de la maduracion in vitro a la que fue sujeto.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Localizacion
La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion Animal del

Departamento de Zootecnia ubicado en la granja experimental de la
Universidad Autbnoma Chapingo en Texcoco, Estado de México a 19° 32’ de
Latitud Norte y 98° 53’ de Longitud Oeste, con respecto al meridiano de

Greenwich, a una altitud de 2250 msnm.

3.4.2 Tratamientos y disefio experimental
La investigacién incorpor6 dos experimentos con dos tratamientos en cada uno.

En ambos experimentos se compararon las incubaciones de ovocitos en
cultivos estatico (T1) y dinamico (T2) durante la maduracién in vitro, en el
experimento 1, el cultivo dinamico consistio en movimiento orbital por 5
segundos y en el experimento 2 el movimiento fue por 10 segundos, en ambos
tratamientos el movimiento fue a intervalos de 60 minutos por 24 h.

El disefio experimental en ambos experimentos fue completamente al azar, con
asignacion aleatoria de ovocitos a uno u otro tratamiento, siendo un ovocito la
unidad experimental. Las repeticiones fueron 165 y 173 para los cultivos
estatico y dinamico, respectivamente en el experimento 1;y, 147 y 143 para los

cultivos estatico y dinamico, respectivamente en el experimento 2.
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3.4.3 Coleccién de ovarios
Un total de 252 ovarios fueron usados en la investigacion, provenientes de

ovejas sacrificadas en rastro y se transportaron en solucion salina fisiologica
(NaCl, 0.9%), suplementada con 50 ug mL* de sulfato de gentamicina a una
temperatura de 30 a 35 °C durante las siguientes 4 h después del sacrificio
(Manokaran, Veerapandian & Balasubramanian, 2012; Shirazi et al., 2012; Wani
et al., 2012). En el laboratorio los ovarios se lavaron tres veces con solucién
salina fisiolégica.

3.4.4 Obtencidon y manejo de ovocitos para la maduracion in vitro (MIV)

Los ovocitos se obtuvieron aspirando los foliculos de 2 a 6 mm de diametro
(Wang et al., 2012) con una jeringa de 12 mL y una aguja hipodérmica calibre
23. Se coloco en la jeringa 1 mL de medio de maduracion (TCM-199)
suplementado con 50 yg mL de sulfato de gentamicina (Ozdas et al., 2013) y
50 Ul de heparina/mL (Shirazi & Motaghi, 2013). Se seleccionaron ovocitos con
mas de 3 capas de células de granulosa y con citoplasma homogéneo (Larocca,
Filipiak, Perez & Calvo, 2012; Wani et al., 2012) posteriormente los ovocitos
fueron lavados tres veces en un medio para cultivo de tejidos (TCM-199

suplementado). Ambos experimentos se realizaron de manera simultanea.

Los ovocitos lavados se transfirieron a una caja de cuatro pozos con 500 uL de
medio para cultivo de tejidos TCM-199 suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 5 ug mL* de FSH (Folltropin, Vetrefarm), 5 Ul mL* de hCG (Chorulén,
Intervet) y 1 ug MI* de 17-B Estradiol (Estrol, Pharmavet), el cual fue cubierto
con 200 pL de aceite mineral en cajas de cuatro pozos e incubados por 24 h, a
38.5 °C, 5% de CO2y 95% de humedad (Garcia et al., 2009).

Con ayuda de un agitador eléctrico (AGO-1016, PRENDO, México) se realizo el
proceso de maduracion de los ovocitos en ambos experimentos para el

tratamiento 2. Posteriormente, los ovocitos se desnudaron eliminando las
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células de la granulosa mediante pipeteo enérgico y se lavaron tres veces en
medio de fertilizacion (TALP-Hepes, In vitro S.A.)) y con ayuda de un
microscopio invertido se identifico la expansion de las células del camulo para

identificar los ovocitos maduros.

Se establecid como tiempo de evaluacion a partir de la maduracion de los
ovocitos y hasta 144 horas después de la fertilizacion, tiempo de cultivo

requerido para alcanzar el estadio de blastocisto.

3.4.5 Fertilizacion in vitro (FIV)
Grupos de 20 ovocitos fueron colocados en 500 uL de medio de fertilizacién

(TALP-Hepes) cubierto con 200 pL de aceite mineral en cajas de cuatro pozos,
utilizando una caja por cada tratamiento de ambos experimentos. A cada pozo
se le adicionaron 4.5 uL de semen diluido 1:1 con medio de fertilizacion, el cual
fue lavado dos veces por centrifugacion a 500 g por tres minutos,
posteriormente el sedimento celular fue diluido en medio de fertilizacién,
ajustando la concentraciéon a 55x10° espermatozoides mL! y permanecié en co-
incubacion con los ovocitos por 18 h, a 38.5 °C, 5% de CO2 y 95% de humedad
(Garcia-Garcia et al., 2007). Los cigotos fueron evaluados 18 h después de la
inseminacion utilizando microscopia Optica de contraste de fases (Leica MD750)
a magnificacion de 400X, considerando fertilizados los cigotos que presentaron
la formacién de dos prontcleos y dos cuerpos polares (Alvarez, Garcia-Garrido,
Taronger & Gonzalez de Merlo, 2013; Choi & He, 2013; Masudul et al., 2011).

3.4.6 Cultivo embrionario in vitro (CIV)
Los cigotos fueron removidos de residuos de células de granulosa y

espermatozoides mediante pipeteo enérgico para colocarlos en medio de cultivo
Cleavage (COOK Medical, Australia) por 72 h y posteriormente por otras 72 h
en medio Blastocyst (COOK Medical, Australia). ElI desarrollo embrionario se
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llevé a cabo en una incubadora de CO2 a 38.5 °C, 5% de CO:z y 95% de
humedad.

3.4.7 Variables respuesta

Desarrollo embrionario: Se evalud utilizando un microscopio invertido
(Nikon Eclipse TS100, Japan) a las 24, 48, 72, 96 y 144 h después de la
fertilizacion. En el ultimo periodo de observacion se determind el nimero
de embriones en estadio de moérula y blastocisto y se calcul6 el
porcentaje de aparicion

Porcentaje de maduraciéon: Se obtuvo al identificar la expansion de las
células del cumulo, se calcul6 el porcentaje de aparicion tomando como

referencia el nidmero inicial de ovocitos

Porcentaje de fertilizacion: Se obtuvo al identificar la presencia de dos
pronucleos y dos cuerpos polares, se calculd el porcentaje de aparicidon

tomando como referencia el nimero inicial de ovocitos

Diametro de los embriones: Se midié utilizando un microscopio optico de
contraste de fases (Leica MD750) equipado con una camara fotografica
(AmScope).

3.4.8 Analisis estadistico
Para ambos experimentos, se realizé la comparacion de dos medias mediante

la prueba t de Student y prueba de contrastes de Chi-cuadrado segun el tipo de

variable, utilizando el paquete estadistico Statistical Analysis System 9.3 (SAS,
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2013). Los resultados se presentan como porcentaje o promedio = error

estandar (X, % * E.E.). Se empled el siguiente modelo:

Donde:
= media de la muestra.

X

K = media poblacional.

S = desviacion estandar de la muestra.
n

= tamafo de la muestra.

3.5 Resultados y discusién

2.3.3 Experimento 1
Se observé que el porcentaje de ovocitos madurados fue mayor (P<0.05), en el

cultivo dinamico, sin embargo, al comparar en los porcentajes de fertilizacion y

de blastocistos producidos no se encontrd diferencia (P>0.05) entre los cultivos.

El cultivo estético registré un porcentaje de maduracion similar al 71 y 71.4%
encontrados por Navarro-Maldonado, Ducolomb-Ramirez, Galindo-Rodriguez &
Rosado-Garcia, (2006) y Robledo, Herrera-Camacho, Cajero-Juarez, Navarro-
Maldonado & Garcia-Valladares (2009) respectivamente. El cultivo dinamico
mostré poco mas de siete unidades porcentuales por arriba de estos valores y
del valor observado en el medio estatico. La mejoria en el porcentaje de
maduracién con el cultivo dinamico coincide con lo encontrado por
Sadeghzadeh et al., (2016).
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Cuadro 1. Porcentajes de maduracion, fertilizacion y produccién de blastocitos a
partir de ovocitos en maduracion in vitro en dos tipos de cultivo.

Cultivo N° Maduracién Fertilizacion Blastocistos
Ovocitos (%) (%) (%)

Estatico 165 71.5+2.7a 67.3£13a 36.4x11.5a

Dinamico* 173 78.6+2.6b 72.8+8.3a 39.3+6.8a

*Aplicando 5 seg de movimiento cada 60 min por 24 horas.
Medias en igual columna con al menos una letra en comun no son diferentes (P>0.05).

Diametro de los embriones

El didmetro de los embriones en sus diferentes etapas de desarrollo se muestra
en la Figura 2. Se observo que el didametro de los embriones se vio afectado por
la etapa embrionaria pero no hubo diferencias significativas entre los diferentes

tratamientos para cada etapa del desarrollo (P>0.05).

En la Figura 2 se muestra el comportamiento general de los embriones. A las 96
h posteriores a la FIV el promedio de los didmetros para el T1, T2 fue de 153.60
y 155.47 um, respectivamente. Mientras que para las 120 h el diametro en el T1
incremento 0.62 um, mientras que en el T2 se redujo 3.8 um. Se observé que el
diametro de los blastocistos que provenian de ovocitos sometidos a un cultivo
dindmico (T2) fue de 166.75 um, mientras que para los sometidos a un cultivo
estético (T1) fue de 164.73 um a las 144 h posteriores a la FIV, es decir 2.03

MM mas grandes.
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Figura 2. Didmetro de embriones del experimento 1 a las 96, 120 y 144 h
posteriores a la FIV del T1 (Estéatico) y T2 (Dinamico, 5 seg).

2.3.4 Experimento 2
En el Cuadro 2 se observa que no hubo diferencia significativa para el

porcentaje de ovocitos maduros entre el cultivo estatico (T1) y el dindmico
(aplicando 10 seg, T2). Sin embargo, para la tasa de fertilizacion hubo una
diferencia significativa de 5.6 % siendo mayor en aquellos ovocitos que
procedian de un cultivo dindmico. En investigaciones previas se reporté que la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) durante el CIV causaba
una reduccion de la motilidad de los espermatozoides, la peroxidacion de los
lipidos, la disminucidn de la capacidad de fusién de espermatozoides y ovocitos
y el retraso en el desarrollo embrionario, (Sadeghzadeh et al., 2016) debido a
esto el cultivo en un medio dindmico podria influir para mejorar la tasa de

fertilizacion, al reducir el efecto de las ROS.

El porcentaje de blastocistos producidos fue mayor (P<0.05) al aplicar 10
segundos de movimiento, siendo superior que el T1 por 10.6 % (Cuadro 2). Los
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embriones obtenidos de ovocitos maduros dinamicos han demostrado un mayor
desarrollo en la etapa de blastocisto que estuvo de acuerdo con estudios
previos (Smith & Takayama, 2007).

Cuadro 2. Porcentajes de maduracion, fertilizacion y produccién de blastocitos a
partir de ovocitos en maduracion in vitro en dos tipos de cultivo.

Cultivo N° Maduracién Fertilizacion Blastocistos
0, o) 0,
Ovocitos (%) (%) (%)
Estatico 147 79.6+8.2a 74.1+8.7a 30.0+6.0a
Dinamico* 143 85.3+2.4a 79.7+3.4b 40.615.2b

*Aplicando 10 seg de movimiento cada 60 min por 24 horas.
Medias en igual columna con al menos una letra en comun no son diferentes (P>0.05).

En general, en ambos cuadros se observa que el porcentaje de fertilizacion fue
relativamente alto comparado a los reportados en otras investigaciones, 28.6 %
(Robledo et al., 2009) y 6% (Navarro-Maldonado et al., 2006). Sin embargo, los
porcentajes obtenidos en este experimento fueron inferiores al compararlo con
el 80% de Hollinshead, Evans, Evans, Catt, Maxwell, and O Brien (2004); 82%
(Accardo et al., 2004), 84.1% (Shirazi & Motaghi, 2013) y 88 % (Salas, 2014).

Diametro de los embriones

El diametro de los embriones en sus diferentes etapas de desarrollo se muestra
en la Figura 3. Se observo que el diametro de los embriones se vio afectado por
la etapa embrionaria pero no hubo diferencias entre los diferentes tratamientos

para cada etapa del desarrollo (P>0.05).

A las 96 h posteriores a la FIV el promedio de los diametros reportados para el
T1, T2 fue de 153.97 y 154.67 um, respectivamente. Mientras que para las 120

h el diametro en los tratamientos se redujo a 148.67 y 150.88 um para el T1y
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T2, respectivamente. Se observé que el didmetro de los blastocistos que
provenian de ovocitos sometidos a un cultivo dindmico (T2) fue de 166.12 um,
mientras que para los sometidos a un cultivo estéatico (T1) fue de 162.57 um a

las 144 h posteriores a la FIV (Figura 3).
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Figura 3. Diametro de embriones del experimento 2 a las 96, 120 y 144 h
posteriores a la FIV del T1 (Estatico) y T2 (Dinamico, 10 seqg).

En estudios previos, se ha encontrado una relacién positiva entre el nimero de
células y el diametro en los embriones. Por tanto, el diametro de los embriones
puede usarse potencialmente para la prueba de viabilidad y como indicador
valido de los embriones potenciales para la preimplantacion (Mori, Otoi &
Suzuki, 2002). Algunos investigadores encontraron una diferencia significativa
en el niumero de células a favor de los embriones con mayor diametro. El
namero total de células en el dia 7 fue mas bajo (P <0.05) en los blastocistos
pequefios que en los grandes (72.4+ 3.93 vs.144.8 + 3.90) (O'Hara, Forde, Kelly
& Lonergan, 2014).

Para ser util, una prueba de viabilidad embrionaria no debe ser invasiva para

permitir el desarrollo continuo del embridn después de la prueba. Por lo tanto, si

hay una alta correlacion entre el numero de células y el diametro de los
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embriones, el diametro de los embriones puede ser potencialmente utilizado

para la prueba de viabilidad.

También se ha encontrado una alta correlacién entre el diametro del embridén y
la capacidad de eclosion posterior. En un estudio se encontré6 que los
blastocitos que terminaron de eclosionar a las 216 h tuvieron un didmetro medio
significativamente mayor a las 168 h en comparacion con los blastocistos que
comenzaron pero que no habian terminado de eclosionar a las 216 h, con lo
cual los autores concluyeron que el didmetro del blastocisto tiene potencial para

predecir la capacidad de eclosion en la produccién in vitro (Hoelker et al., 2006).

3.6 Conclusion
La viabilidad reproductiva del ovocito puede estar influida por el tipo de cultivo

en el que se desarrolla la maduracion in vitro.
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