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1. INTRODUCCION GENERAL

El proceso de fertilizacion in vitro (FIV) es una técnica que permite obtener
embriones a bajo costo para ser utilizados con fines de investigacion o
comerciales. Asi mismo, ofrece oportunidades para el desarrollo de las
unidades de produccién ya que permite la reproducciéon masiva de animales de
alto valor genético, rescate de genotipos en peligro de extincion, reduccion del

intervalo generacional, etc. (Galli et al., 2003).

La técnica de FIV presenta una baja eficiencia, ya que del total de ovocitos que
inician el proceso 80 a 90% maduran, 70 a 80% son fertilizados y so6lo 30 a 40%
se desarrollan hasta la fase de blastocisto; en condiciones in vivo del total de
ovocitos que son ovulados 70 a 80% tiene el potencial para desarrollarse hasta
blastocisto (Lonergan et al., 2006). Como se puede apreciar, la mayor pérdida
dentro del proceso se presenta en la fase de cultivo, lo que sugiere que las
condiciones en que se realiza éste influencian significativamente el desarrollo
de los embriones generados in vitro (Feugan et al., 2009). Diferentes
alternativas han sido desarrolladas para mejorar la eficiencia en la fase de
cultivo por ejemplo: suplementacion con sustratos energéticos como FCS o
BSA (Gémez y Diez, 2000), cultivo en oviducto de oveja (Lazzari et al., 2010),
desarrollo de microambientes (Vajta et al., 2000), desarrollo de medios
secuenciales (Gardner y Lane, 1997). Sin embargo, la busqueda de nuevas
alternativas que permitan hacer mas eficiente el proceso de FIV, coadyuvaran a

la aplicacion masiva de esta técnica.

En la Universidad Autbnoma Chapingo se generan embriones mediante la
técnica de ovulacion mdltiple y transferencia de embriones (MOET), la cual
presenta limitantes como: variabilidad en la respuesta al tratamiento de
ovulacion multiple y costo de las hormonas, asi como inducir ovulacion multiple
constantemente afecta la fertilidad de las hembras donadoras (Galli y Lazzari,
1996). Cabe mencionar que en la Universidad no se tiene una metodologia para

producir embriones en condiciones de laboratorio, por lo que esta investigacion


http://www.monografias.com/trabajos7/coad/coad.shtml#costo
http://www.monografias.com/trabajos12/desorgan/desorgan.shtml

se realiz6 con la finalidad de desarrollar una metodologia para el proceso de
fertilizacion in vitro. Para ello se comparé el desarrollo embrionario en medios
secuenciales y continuos, por el impacto que tiene la fase de cultivo en la

eficiencia del sistema.

La tesis estd constituida por dos capitulos: en el capitulo de revision de
literatura, se presentan aspectos relacionados con: maduracion, fertilizacion y
desarrollo, asi como los factores que afectan el desarrollo embrionario in vitro.
En el capitulo de articulo cientifico “desarrollo embrionario in vitro en medio
secuencial o continuo” se presenta una contribucion originada en la

investigacion.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Proceso de fertilizaciéon in vitro

El término fertilizacion “in vitro” proviene del latin y significa fertilizacion “en
vidrio”, este es un término genérico que incluye los procesos de maduracion
(IVM), fertilizacién (IVF) y cultivo in vitro (IVC) (Hasler, 1998). Esta técnica es un
sistema alternativo que permite producir embriones a partir de ovocitos

inmaduros, para ser transferidos o criopreservados (Galli y Lazzari, 1996).

2.2 Maduracion

En condiciones in vivo los ovocitos de mamiferos detienen su crecimiento en la
profase de la primera division meidtica, antes de la induccion de la maduracion
por el pico preovulatorio de la hormona luteinizante (LH) (Richard, 2007). En
este estado el ovocito no puede ser fecundado, ya que es necesario que crezca
junto con el foliculo y que se produzcan cambios morfolégicos,
ultraestructurales y moleculares que le permitiran finalizar la meiosis. A este
conjunto de cambios se le conoce como maduracién ovocitaria, la cual incluye
dos procesos: maduracion nuclear o meidtica y maduracion citoplasmatica,
ambos procesos son necesarios para la fecundacion y el desarrollo embrionario

temprano (Sato et al., 1990).

2.2.1 Maduracién nuclear o meidtica

Este proceso inicia con la reanudacion de la primera divisiobn meiotica hasta el
arresto en metafase de la segunda division meidtica (Wani, 2002). En
condiciones in vivo el reinicio de la meiosis se presenta después del pico
preovulatorio de la hormona LH, por la activacion de proteinas con actividad
cinasa, las cuales inducen a que el nucleo reinicie la meiosis, dando pauta a los
siguientes eventos: polimerizacién de microtubulos, condensacion y alineacion
de los cromosomas en la placa metafasica (metafase 1); posteriormente los
pares de cromosomas homologos se separan asimétricamente originando el

primer cuerpo polar y el ovocito secundario. Al iniciar la meiosis Il el ovocito



detiene su desarrollo presentandose el segundo arresto mei6tico (Trounson,
2001).

Durante la maduracién, el nucleo adquiere diferentes conformaciones
dependiendo del estado de maduracién (Figura 1). Vesicula germinal (GV),
ruptura de la vesicula germinal (GVBD, por sus siglas en Inglés), metafase |
(MI) y metafase Il (MIl). Durante el estado de GV el ovocito tiene un nucleo
alargado con filamentos de cromatina distribuidos homogéneamente. En la
etapa de GVBD el nucléolo y membrana nuclear desaparecen, los cromosomas
se condensan, en la etapa de MI son visibles los pares de cromosomas y en Mll
se libera el primer cuerpo polar (Kharche, 2006).

Figura 1. Conformacién nuclear durante la maduracién. A) vesicula germinal, B)
rompimiento de la vesicula germinal, C) metafase |, y D) metafase Il



En la mayoria de los mamiferos la ovulacion se lleva a cabo durante la
metafase de la segunda division meiotica, solo cuando el ovocito es fertilizado
se completa la MIl y se expulsa el segundo cuerpo polar. En condiciones in
vitro, el reinicio de la meiosis se presenta espontaneamente al remover el
ovocito del ambiente folicular asi como por la ruptura de las uniones

intercelulares (Tosca et al., 2007).

2.2.2 Maduracion citoplasmatica

La maduracion citoplasmatica engloba los siguientes procesos: acumulacion de
proteinas y mARN; desarrollo de mecanismos reguladores de calcio; cambios
en la actividad del factor promotor de la maduracion (MPF) y proteina cinasa
mitogénica activada (MAPK); y reorganizacion de organelos celulares. Estos
procesos permiten que el ovocito finalice la maduracion nuclear, y
posteriormente se realice la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano
(Fan y Sun, 2004).

La maduracién nuclear puede observarse con la ayuda de un microscopio. Sin
embargo, la maduracion citoplasmatica no se puede apreciar por este medio,
para evaluar ésta se utilizan criterios como: migracién de los granulos corticales
hacia la periferia, incremento en el nUmero de mitocondrias y gotas de lipidos y
capacidad del ovocito para desarrollarse hasta el estado de blastocisto (Wani,
2002). Los procesos antes mencionados regulan la maduracion nuclear y
citoplasmatica; las gotas de lipidos y mitocondrias proveen la energia necesaria
para maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario temprano; los granulos
corticales regulan la penetracion del espermatozoide al ovocito (Ambruosi et al.,
2009).

2.2.3 Regulacion del proceso de maduracion

El desarrollo del ovocito del estado de VG a MIl es un proceso dinamico que

requiere la coordinacion del proceso de maduracion nuclear y citoplasmatica. La



maduracién nuclear esta regulada por dos proteinas citoplasmaticas; MPF que
por medio de fosforilacion de proteinas estimula el reinicio de la Ml induciendo
el rompimiento de la membrana nuclear, condensacion de la cromatina, y
reorganizacion tubular; y MAPK la cual regula la organizacion de microtubulos y
formacién del huso acromatico, la activacion de esta proteina es esencial para

el arresto en MIl (Fan y Sun, 2004).

El incremento en la actividad de ambas cinasas es responsable del rompimiento
del estado de GV. En bovinos, Tian et al. (2002) encontraron que altos niveles
de MPF y MAPK son necesarios para mantener el arresto del ovocito en
metafase de la segunda divisidbn meidtica. Fissore et al. (1996) reportaron que
en ovocitos de bovino la activacion de MPF y MAPK ocurre simultaneamente
seis horas después de iniciar la fase de maduracion in vitro, esto sucede antes
de que ocurra el rompimiento de la GV el cual se presenta ocho horas después

de iniciar la maduracion.

Un estudio realizado por Maalouf et al. (2009) mostraron que el tratamiento de
ovocitos de oveja durante la fase de maduracion in vitro con una concentracion
de 10 mM de cafeina por 18 a 24 h, estimul6 el desarrollo de competencia e
incremento la actividad de MPF y MAPK de ovocitos en MIl. Asi mismo, el
tratamiento de ovocitos en MIl con una concentracion de 10 mM de cafeina por
24 a 30 h previene la disminucién del nivel de MPF y MAPK asociados con el

envejecimiento, el cual repercute en la incidencia de polispermia.

Las células del camulo (CC) regulan el proceso de maduracion ya que durante
el crecimiento del ovocito producen adenosin monofosfato ciclico (AMPc), el
cual ingresa al ovocito por medio de uniones comunicantes para mantenerlo en
el primer arresto meiético; posteriormente cuando surge el pico preovulatorio de
LH provoca un descenso en los niveles de AMPc ya que estimula la produccion
de &cido hialurdnico, el cual ocupa los espacios intercelulares propiciando la
ruptura de las uniones comunicantes evitando el paso de AMPc, permitiendo al

ovocito reiniciar el proceso meiotico (Chen et al., 2009). Richard (2007) reportd



que altos niveles de AMPc previenen la maduracion espontanea del ovocito y
evitan la activacién del MPF.

2.3 Fertilizacioén

La fertilizacidon es un proceso fisiolégico que inicia con la penetracion del
espermatozoide en el citoplasma del ovocito, posteriormente ocurren una serie
de eventos que conducen a la formacién de un cigoto y el desarrollo de un
nuevo individuo con informacién genética diferente a la de los progenitores
(Chang, 1968). Durante el proceso de fertilizacién el espermatozoide interactia
con el ovocito a tres niveles: 1) células del cumulo, 2) zona pellcida y 3)

membrana plasmatica (Evans, 2002).

2.3.1 Interaccion del espermatozoide con las células del caimulo

Antes de unirse a la membrana celular del ovocito, el espermatozoide debe
atravesar primero las CC y posteriormente la zona pellcida, en algunos
mamiferos el ovocito se desprende de las CC después de la ovulacién, por lo
gue el espermatozoide sélo debe atravesar la zona peltcida (Yanagimachi y
Noda, 1970). Las CC se constituyen por células de la granulosa y una matriz
extracelular compuesta principalmente por acido hialurénico, el cual es
secretado por las células de la granulosa durante el reinicio de la meiosis en el
ovocito. Durante la interaccion del espermatozoide con las CC, algunos
espermatozoides liberan las enzimas contenidas en el acrosoma para romper la
matriz compuesta por acido hialurénico y permitir que otros espermatozoides

puedan atravesar las CC y se unan a la zona peldcida (Virji et al., 1990).

Las CC sirven como filtro de espermatozoides subfértiles y son importantes
para el bloqueo de la polispermia. Maalouf et al. (2009) encontraron que el
remover las células del cdmulo 24 h pos maduracién, resulta en un incremento
en el porcentaje de cigotos con polispermia al compararlos con el tratamiento
control (3 y 8.1% respectivamente). Asi mismo, las CC estimulan la motilidad
espermatica, promueven la reaccion acrosomal, y regulan el acceso a la zona

pelucida.



2.3.2 Interaccién del espermatozoide con la Zona Pelucida

La zona pellcida es una capa gelatinosa, no celular, que rodea al ovocito y al
embridn, compuesta por glucoproteinas cuyas funciones principales son el
reconocimiento espermatico especie-especifico (evita la fertilizacion por
espermatozoides de otra especie) y la prevencion de la polispermia (sélo un

espermatozoide podra fertilizar) (Kim et al., 2008).

La zona pelacida esta constituida por tres familias de glicoproteinas
denominadas ZP1, ZP2 y ZP3, que acttan como mediadoras de la unién con el
espermatozoide. La glicoproteina ZP3 tiene afinidad por la membrana
plasmatica que recubre la membrana acrosomal externa, mientras que la ZP2
se une preferentemente a la membrana acrosomal interna, la funcion principal
de la ZP1 es estructural, una vez que interacciona el espermatozoide con la
ZP3 se induce la reaccion acrosomal (Kim et al., 2008). Mortillo y Wassarman
(1991) proponen un modelo en el que el espermatozoide se fija a la zona
pelucida mediante distintas moléculas de superficie que interacttan con la ZP3,
lo cual induce la reaccion acrosomal, después de completarse este proceso se
expone la membrana interna del acrosoma; posteriormente la acrosina y

proacrosina presentes en el acrosoma se fijan a la ZP2.

En la reaccion acrosomal se presenta la liberacién de las enzimas contenidas
en el acrosoma como: hialuronidasa, acrosina, b-galactosidasa y la
arilsulfatasa, estas enzimas permiten al espermatozoide atravesar la zona
pelGcida; después de completarse la reaccion acrosomal el espermatozoide
pierde su afinidad a la ZP3, por lo que la unién del espermatozoide al ovocito
depende de la ZP2 (Wassarman, 1999).

2.3.3 Interaccion del espermatozoide con la membrana plasmatica

Una vez que el espermatozoide atraviesa la zona pellucida cruza el espacio
perivitelino, la region ecuatorial de la cabeza se une a la membrana plasmatica
del ovocito y posteriormente la cabeza es cubierta con filamentos de actina

(Wassarman, 1999). La union del espermatozoide con la membrana plasmatica

8



estd regulada por proteinas de reconocimiento que se encuentran en la
membrana acrosomal interna, en las cuales se incluye: fertilina a, fertilina B y
ciristetina, que interactian con proteinas denominadas integrinas que se

encuentran en el ovocito (Kaji y Kudo, 2004).

2.3.4 Reaccion cortical y bloqueo de polispermia

Durante la maduracion meiotica, los granulos corticales (GC) que se originan a
partir del aparato de Golgi, aumentan en niumero y se dirigen a la periferia del
ovocito como un proceso preliminar a la fertilizacion. Los GC contienen
mucopolisacaridos, proteasas, activador del plasmindgeno tisular, fosfatasa
acida y peroxidasa; éstos alteran las propiedades de la ZP impidiendo la
entrada de espermatozoides adicionales, lo que se conoce como polispermia
(Ducibella, 1996).

En condiciones in vivo, la polispermia se presenta cuando mas de un
espermatozoide alcanza el sitio de fertilizacion y cuando el apareamiento es
tardio o la temperatura de la hembra es elevada por fiebre o cuando se
incrementa la temperatura ambiental (Gardner y Evans, 2006); en cualquiera de
los casos la polispermia provoca que el cigoto tenga dotaciones cromosémicas
triples o multiples, por lo que los embriones presentan mosaisismo o ploidias,
produciendo embriones que no son viables. La polispermia disminuye la tasa de

concepcidn e incrementa la mortalidad embrionaria (Han et al., 1999).

Cuando las membranas del espermatozoide y el ovocito se fusionan, ocurre la
despolarizacién de la membrana plasmatica del ovocito, que actia como el
bloqueo primario de polispermia (Kim et al., 2008). Posteriormente, se activa la
via de sefialamiento celular inositol fosfolipido, que incrementa la concentracion
de calcio citosélico e induce en los granulos corticales la liberacion de sus
contenidos los cuales cambian la cubierta glucoprotéica de la zona pelucida,
con la finalidad de prevenir la union de espermatozoides mediante la

hidrolizacion de oligosacaridos de la ZP3 y por la division proteolitica de la ZP2.



Este proceso representa un bloqueo secundario para la polispermia (Ducibella
et al., 1990).

2.4 Desarrollo embrionario

Una vez que termina el proceso de fertilizacion, el cigoto se divide por mitosis
en células mas pequenias denominadas blastomeros, las cuales se compactan
para formar una morula y posteriormente continda la diferenciacion celular
hasta formar un blastocisto. El desarrollo exitoso del embrion depende de la
capacidad que tenga de iniciar y regular la expresion de la nueva informacién
genética heredada por los progenitores. En la mayoria de los mamiferos, las
primeras divisiones celulares del embrion estan controladas por proteinas y
ARNm almacenados en el ovocito durante la maduracion citoplasmatica
(Krisher, 2004).

2.4.1 Segmentacion

La primera division del cigoto se produce 12 a 24 h después de la fertilizacion,
una caracteristica tipica de los embriones de mamifero es la orientacién de los
blastomeros entre si: la primer divisibn es meridional, en la segunda division
uno de los blastomeros se divide meridionalmente pero el otro lo hace en
sentido ecuatorial, lo que se denomina division rotacional (Gulyas, 1975). Al
principio este proceso es sincronico con la aparicion de 2, 4, 6 y 8 células, a
medida que se incrementa el numero de blastomeros desaparece esta
sincronizacion sin afectar el potencial de desarrollo del embridén (Brezinova et
al., 2009). Los blastémeros presentan un ciclo de division celular que consta de
una fase de sintesis y una de mitosis. Debido a que no se tiene un periodo de
crecimiento entre divisiones celulares, el tamafio de los blastomeros en las

primeras divisiones es cada vez menor (Palermo et al., 1999).

2.4.2 Caracteristicas de los blastémeros

En las primeras etapas del desarrollo embrionario cada blastomero es
totipotencial, es decir cada blastomero es capaz de dar origen a un embrién

intacto asi como a cualquier tejido embrionario o extraembrionario. A medida
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gue progresa el desarrollo se presentan diferencias y especializaciones en los
blastébmeros, ya que producen lineas celulares que originaran un tejido o grupo
de tejidos especifico (Edwards y Beard, 1997).

En embriones ovinos y de conejos, de la etapa de dos a ocho células se
conserva la totipotencia, pero no todos los blastbmeros conservan esta
caracteristica, en embriones de cuatro células soélo tres de los cuatro
blastomeros son totipotenciales y en embriones de ocho células sélo uno de los
ocho presenta esta caracteristica; en el bovino en la fase de cuatro células

todas son totipotentes (Van de Velde et al., 2008).

2.4.3 Compactacion

El desarrollo embrionario se divide en dos periodos: precompactacion, en este
periodo el embridon tiene seis a ocho blastomeros, los cuales tienen forma
esférica, estan bien delimitados y se mantienen unidos por la zona pellcida. El
periodo de postcompactacién en ovinos y bovinos se presenta cuando el
embridn se desarrolla de ocho a dieciséis células, que corresponde al cuarto dia

del desarrollo embrionario (Nikas et al., 1996).

En el proceso de compactacion se incrementan las uniones intercelulares y los
blastbmeros se compactan generando una estructura denominada moérula, las
células que forman la mérula ademéas de compactarse se distribuyen formando
dos grupos de células: un grupo interno y otro externo (proceso denominado
polarizacion), ambos grupos de células continlan diferenciandose hasta
constituir los dos grupos de células que forman un blastocisto (Edwards, 2005).
Edwards y Hansis (2005) mostraron en embriones humanos que el proceso de
diferenciacion inicia desde la fase de cuatro células, en esta fase los
blastbmeros muestran un arreglo tetraédrico (Figura 2), donde los tres
blastomeros que se encuentran junto al cuerpo polar son los precursores del

trofoectodermo y de la masa celular interna.
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Figura 2. Arreglo tetraédrico de un embrion de cuatro células.

2.4.4 Formacion de un blastocisto

La formacion de un blastocisto se origina por la formacion de una cavitacién en
la morula debido al incremento en la actividad de la bomba Na+/K+ ATPasa, la
cual conduce al transporte de sodio hacia el interior del embrion seguido del
paso de agua por 6smosis (Thompson, 2000). Un blastocisto esta constituido
por una capa celular externa denominada trofoectodermo o trofoblasto, la cual
dara origen a la placenta; estas células rodean una cavidad llamada blastocele,
en cuyo interior se desarrolla un cimulo de células que dara origen al embrion y
se denomina masa celular interna o embrioblasto (Nikas et al., 1996). La
presencia del embrioblasto en el interior del blastocele permite que la masa de
células que dar& origen al embrion, se desarrolle en un ambiente liquido con la
presencia de proteinas que influyen en el crecimiento y diferenciacion celular
(Hardy et al., 1997).

La expansion del blastocisto se presenta por acumulacién de liquido en el
blastocele. La eclosion o ruptura de la zona pelGcida es un proceso mixto,
enzimatico y mecéanico del embrion que le permite abandonarla. Para que
ocurra la eclosion se necesita una proteasa similar a la tripsina, denominada

estripsina, que esta presente en las células del trofoblasto (Gardner, 1998).

2.4.5 Factores que afectan el desarrollo embrionario in vitro

El desarrollo embrionario es un paso critico en el proceso de FIV, ya que este
influye en la calidad, desarrollo del embrién, desarrollo fetal y en la salud de la
descendencia (Rizos et al., 2001). Asi mismo, los embriones producidos in vitro

presentan un menor desarrollo en comparacion con los generados in vivo, lo
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cual indica que las condiciones en que se realiza el desarrollo in vitro no son
optimas (Yuan y Krisher, 2010). A continuacion se presentan algunos factores

que limitan el desarrollo embrionario in vitro.

Fuente de energia

Las fuentes de energia mas utilizadas en los medios de cultivo de embriones
durante los primeros estadios de desarrollo son: lactato, piruvato y glucosa.
Antes de la activacion del genoma embrionario, los embriones utilizan
preferentemente piruvato, lactato y glutamina como fuente de energia,
aumentando la utilizacion de glucosa en estadios mas avanzados de desarrollo
(Krisher, 2004). Estudios en ovinos (Thompson et al., 1992) y bovinos
(Takahashi y First, 1992) demostraron que altos niveles de glucosa en el medio
de cultivo tienen como consecuencia un retraso en el crecimiento, estas
observaciones parecen contradictorias a lo que sucede en condiciones in vivo,
ya que la glucosa esta presente en el tracto reproductivo y el ovocito tiene
transportadores para glucosa en todos los estadios de desarrollo (Bhuiyan et
al., 2007). El efecto toxico de la glucosa ha sido observado en medios de cultivo
gue tienen altos niveles de fosfatos, ya que estos ejercen un efecto adverso
sobre las mitocondrias afectando la respiracion (Seshagiri y Bavister, 1991).

Aminoéacidos

Los aminoé&cidos son incluidos en la formulaciéon de medios para maduracion y
desarrollo embrionario, estos tienen distintas funciones como: sintesis de
proteinas, sustratos energéticos y regulacion del pH. Estudios realizados en
ovinos (Thompson, 2000) y humanos (Devreker, 2001) demostraron que la
adiciéon de aminodacidos al medio de cultivo mejora el desarrollo del embrién

hasta la etapa de blastocisto y aumenta la viabilidad posterior.

La utilizacion de los aminoacidos cambia durante el desarrollo embrionario,
antes del periodo de compactacion el embrion utiliza los aminoacidos no
esenciales, después de la compactacién los aminoacidos no esenciales

estimulan la formacion del blastocele y los aminoacidos esenciales son
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necesarios para el desarrollo de la masa celular interna. En bovinos, Steeves y
Gardner (1999) reportaron un incremento significativo en la tasa de desarrollo
embrionario en la fase de ocho a dieciséis células al adicionar aminoacidos no
esenciales durante las primeras 72 h de cultivo, lo cual confirma el efecto

benéfico de los amino&cidos no esenciales en el periodo de precompactacion.

Amonio

Una consecuencia de utilizar aminoacidos en la formulacion de los medios de
cultivo es la generacion de amonio, particularmente al utilizar glutamina. La
adicion de glutamina a los medios de cultivo en una concentracién de 1 mM,
genera niveles de amonio téxicos para los embriones. La presencia de amonio
en los medios de cultivo reduce el pH, en el embrién reduce el nimero de
células, incrementa los niveles de apoptosis, asi mismo afecta la capacidad de
implantacion y se incrementa la incidencia de absorciones embrionarias (Yuany
Krisher, 2010). ElI uso de glutamina incrementa significativamente la
concentracion de amonio en el medio, por lo que para disminuir dicho efecto se
debe renovar el medio de desarrollo constantemente. Aunque el uso de
glutamina es importante para el desarrollo embrionario, puede sustituirse por
alanil glutamina o glicil glutamina, los cuales proveen el efecto benéfico de la
glutamina y no son toxicos (Zander et al., 2006).

Macromoléculas

El suero fetal bovino y/o albumina sérica bovina (BSA) son las fuentes de
proteina mas utilizada en los medios de cultivo. El suero proporciona sustratos
energéticos, aminoacidos, vitaminas y factores de crecimiento y reduce la
tensién superficial del medio, evitando que los embriones se adhieran al
instrumental. Van Langendonckt et al. (1997) demostraron que el suero fetal
bovino tiene un efecto bifasico, ya que inhibe el desarrollo embrionario
temprano pero estimula el desarrollo a morula y blastocisto. Asi mismo, Moore
et al. (2007) reportaron que el uso de suero modifica el metabolismo
embrionario incrementando las gotas de lipidos en el embrién afectando la

resistencia a la criopreservacion, asi mismo la suplementacion de los medios
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con suero induce alteraciones en la expresion génica e incrementa el peso de la

crias al nacimiento provocando distocias.

El uso de proteinas o sueros de origen bovino en humanos ha disminuido por la
aparicion de la encefalopatia espongiforme bovina, la cual representa un riesgo
de contaminacion para los humanos; ante esto se ha implementado el uso de
albumina sérica humana (hSA), sueros sintéticos, alcohol polivinilico (PVA), etc.
El uso de estos compuestos ademas de eliminar los problemas inherentes al
uso de productos derivados de la sangre permiten estandarizar formulaciones,
ya que los sueros no tienen una concentracion definida de nutrientes (Gomez et
al., 2008).
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3. DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO EN MEDIO
SECUENCIAL O CONTINUO

3.1 Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el desarrollo embrionario en
medios secuenciales y continuos, para ello ovocitos de ovejas fueron
madurados en medio TCM-199 vy fertilizados con medio TALP-Hepes, los
cigotos resultantes fueron cultivados en medios secuenciales: Cleavage del dia
uno al tres y Blastocyst del dia cuatro al siete (T1, n=95); y en medios continuos
TALP (T2, n=92) y Blastocyst (T3, n=93) del dia uno al siete. Los embriones
fueron mantenidos en una incubadora de CO; a 38.5 °C, 5% de CO, y 95% de
humedad. En cada tratamiento de evalud el desarrollo embrionario a 2, 4,y 16
células, moérula y blastocisto. El desarrollo hasta dos células no varié (p>0.05)
entre el medio secuencial y TALP (54.74 vs 50%), pero fue inferior (p<0.05) en
medio Blastocyst (33.33%). El desarrollo hasta cuatro células no varié (p>0.05)
entre el medio TALP respecto a Blastocyst y secuencial (47.83, 32.26, 54.74%,
respectivamente), pero si hubo diferencias (p<0.05) en el desarrollo entre el
medio secuencial y Blastocyst. En el desarrollo hasta dieciséis células, mérula 'y
blastocisto, no se observaron diferencias entre tratamientos (p>0.05). En
conclusion el uso de medios secuenciales o continuos solo modifico el

desarrollo embrionario a 2 y 4 células.

Palabras clave: embriéon, medios de cultivo, fertilizacién in vitro.
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EMBRYO DEVELOPMENT IN VITRO IN SEQUENTIAL OR
CONTINUOUS MEDIA

3.2 Abstract

The aim of this study was to evaluate embryo development in sequential and
continuous media, for which sheep oocytes were matured in TCM-199 and
fertilized with TALP-Hepes medium; resulting zygotes were cultured in
sequential media: Cleavage from day one to three and Blastocyst from day four
to seven (T1, n = 95); and continuous TALP media (T2, n = 92) and Blastocyst
(T3, n = 93) from day one to seven.The development up to two cells was not
different (p> 0.05) between sequential and TALP media (54.74 vs 50%) but it
was lower (p<0.05) in the Blastocyst medium (33.33%). The development up to
four cells was not different (p> 0.05) in the TALP medium compared to
Blastocyst and sequential media (47.83, 32.26, 54.74%, respectively), but there
was a difference (p<0.05) between sequential and Blastocyst media. In the
development to sixteen cells, morula and blastocyst, no differences were
observed (p>0.05) between treatments. In conclusion, the use of sequential or

continuous media only modified embryo development at two and four cells.

Key words: embryo, culture media, in vitro fertilization.
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3.3 Introduccion

El cultivo in vitro es un paso importante en el proceso de fertilizacién in vitro
(FIV), ya que las condiciones en que se realiza el cultivo afectan la activacion
del genoma embrionario, compactacion, diferenciacion y viabilidad del feto
(Moore et al., 2007); por lo que el desarrollo de sistemas que permitan optimizar
las condiciones en que se realiza el cultivo de embriones in vitro, es clave para
mejorar la eficiencia del proceso (Holm y Callesen, 1998). Ante esta situacion
han sido formulados diferentes medios de cultivo, los cuales estimulan el
desarrollo embrionario de la etapa de cigoto a blastocisto: TALP (Wani, 2002);
KSOM (Nedambale et al., 2004); CR1 (Wan et al., 2009) y SOF (Wang et al.,
1998). Los medios de cultivo antes mencionados proveen los requerimientos del

embrion durante toda la fase de cultivo.

En condiciones in vivo, durante el desarrollo, el embridon migra del oviducto a la
cavidad uterina, donde la composicion del liquido y ambiente uterino son
diferentes (Gandhi et al., 2000), esto indica que el embrion no se desarrolla en
un ambiente constante por lo que el uso de un solo medio de cultivo durante
toda la fase de cultivo no provee las condiciones Optimas para el desarrollo
embrionario. Lane (2007) demostr6 que un embrion tiene diferentes
necesidades durante su desarrollo; durante el periodo de precompactacion el
embrién presenta una baja actividad metabdlica y utiliza piruvato, lactato y
aminoacidos no esenciales como fuente de energia, ya que tiene baja habilidad
para utilizar glucosa, posterior al proceso de compactacién se incrementa la
utilizaciéon de glucosa, aminoacidos no esenciales y esenciales, ya que se
incrementa la demanda de energia para blastulacion, diferenciacion y

crecimiento.

Para optimizar las condiciones en que se realiza el desarrollo embrionario,
Gardner y Lane (1997) formularon medios secuenciales los cuales imitan el
cambio en el entorno materno que experimenta el embridon durante el desarrollo
in vivo. Existen diferentes medios secuenciales que han sido evaluados en

diferentes especies: G1.2/G2.2 en bovinos (Lane et al., 2003) y porcinos (Swain
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et al, 2001); G1.3/G2.3 en ovinos (Garcia-Garcia et al., 2007); y
ECM/Blastocyst en humanos (Sepulveda et al., 2009). El potencial de cada
medio para impulsar el desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto
oscila entre 15 a 40%. Sin embargo, en estudios realizados en humanos por
Sepulveda et al. (2009) y Paternot et al. (2010) al comparar la eficiencia en la
produccién de blastocistos entre medios secuenciales y continuos no
encontraron diferencias significativas. Asi mismo, los medios secuenciales
Cleavage/Blastocyst solamente han sido utilizados en humanos (Cooke et al.,
2002; Hoogendijk et al. 2007), por lo que el objetivo de esta investigacion es

evaluar el desarrollo de embriones ovinos en medios secuenciales y continuos.

3.4 Materiales y métodos

La investigacion se llevo a cabo en el Area de Reproduccién Animal Asistida del
Departamento de Biologia de la Reproduccion de la Universidad Auténoma

Metropolitana-lztapalapa

3.4.1 Coleccion de ovarios

Los ovarios se colectaron de ovejas sacrificadas en rastro y se transportaron en
solucién salina fisiolégica (NaCl, 0.9%), a una temperatura de 25 a 30 °C
durante las primeras 4 h después del sacrificio.

3.4.2 Obtencion de ovocitos y maduracion

Los ovocitos fueron obtenidos aspirando foliculos de 2 a 6 mm de diametro con
una jeringa de 12 mL y una aguja hipodérmica calibre 19. Para el proceso de
maduracion se utilizé la metodologia descrita por Ebrahimi et al. (2010), para
ello fueron seleccionados ovocitos con mas de tres capas de células de la
granulosa y con citoplasma homogéneo, posteriormente los ovocitos
seleccionados fueron lavados tres veces en medio para cultivo de tejidos (TCM-
199; In vitro S. A.) (Apéndice 1) y se transfirieron a 500 pL de medio de
maduraciéon TCM-199 suplementado con: 10% de suero fetal bovino, 5 pg mL™
de FSH (Folltropin-V, Bioniche), 5 Ul mL™ de hCG (Chorulon, Intervet), y 1 pg

mL™ de 17-B Estradiol (Sigma, Méx.) el cual fue cubierto con aceite mineral
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(Sigma, Méx.) en cajas de cuatro pozos (Nunc, Roskilde, Dinamarca). Los
ovocitos fueron incubados por 24 h, a 38.5 °C, 5% de CO; y 95% de humedad.

3.4.3 Fertilizacion

Posterior a la maduracion los ovocitos fueron desnudados eliminando las
células de la granulosa mediante pipeteo vigoroso, en seguida fueron lavados
tres veces en medio de fertilizacién (TALP-Hepes, In vitro S.A.) (Apéndice 2);
grupos de 20 a 30 ovocitos fueron colocados en 500 pL de medio de
fertilizacion cubierto con aceite mineral (Lane et al., 2003), en cajas de cuatro
pozos. A cada pozo se le adicionaron 4.5 pL de semen fresco, el cual fue
lavado tres veces por centrifugacion a 500 g por tres minutos, posteriormente el
sedimento celular fue diluido en medio de fertilizacion, ajustando la
concentracion a 55X10° espermatozoides mL™?, y se dej6 en co-incubacién con
los ovocitos por 18 h, a 38.5 °C, 5% de CO, y 95% de humedad.

Los ovocitos fueron madurados y fertilizados con el mismo procedimiento,
posteriormente fueron asignados a cada tratamiento en la fase de cultivo. La
maduraciéon y fertilizacion se determinaron mediante la tincibn con orceina
acética descrita por Wongsrikeao et al. (2006), y se calculé el porcentaje de

cada uno de ellos.

3.4.4 Cultivo

Una vez transcurrido el proceso de fertilizacion, a los cigotos resultantes se les
removieron los residuos de células de la granulosa y espermatozoides mediante
pipeteo. Asi mismo, posteriormente se asignaron aleatoriamente a uno de los

siguientes tratamientos:
T1. medios de cultivo secuenciales

Los medios Cleavage y Blastocyst (Sage, USA) se utilizaron como medios de
cultivo secuencial, los cigotos (n=95) fueron incubados en el medio Cleavage
(Apéndice 3) por tres dias, posteriormente se trasladaron al medio Blastocyst

(Apéndice 4), donde permanecieron hasta el dia 7 de cultivo.
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T»,: medio de cultivo continuo

El medio TALP fue utilizado como medio de cultivo continuo, los cigotos (n=92)

fueron incubados en este medio por siete dias.
T3: medio de cultivo continuo

El medio Blastocyst ademas de utilizarse como medio secuencial, fue utilizado
como medio de cultivo continuo, los cigotos (n=93) fueron incubados en este

medio por siete dias.

El desarrollo embrionario se realizé en una incubadora de CO, a 38.5 °C, 5% de
CO,y 95% de humedad.

3.4.5 Variables respuesta

El desarrollo embrionario fue evaluado mediante un microscopio invertido
(Olympus) 24, 48, 72 y 168 h después de la fertilizacién, y se calculo el
porcentaje de embriones que se desarrollaron hasta 2, 4, 16 células, mérula y
blastocisto.

3.4.6 Andlisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar con tres repeticiones
tomando como unidad experimental el embrién en cada medio de cultivo, los
datos fueron analizados mediante el procedimiento CATMOD de SAS 9.1
(2004).

3.5 Resultados y discusién

El porcentaje de maduracion obtenido fue 75%, el cual coincide con lo obtenido
por Ebrahimi et al. (2010) en ovinos al utilizar el mismo sistema de maduracion.
En esta investigacion, el porcentaje de fertilizacion fue de 68%. Lane et al.
(2003) en bovinos obtuvieron un porcentaje de 67.5 al utilizar el mismo medio

en la fase de fertilizacion. Lo anterior permite inferir que las condiciones en que
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se realizé la maduracién y fertilizacion no afectaron el desarrollo embrionario,

por lo que el desarrollo obtenido se debe Unicamente a los tratamientos.

El porcentaje de ovocitos que se desarrollaron hasta dos células no vario
(p>0.05) entre el medio secuencial y el medio TALP, al comparar estos medios
con el medio Blastocyst se encontraron diferencias significativas (p<0.05)
(Cuadro 1). Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Garcia-
Garcia et al. (2007) en ovocitos de oveja, al evaluar los medios secuenciales
G1.3/G2.3 y el medio continuo SOF obtuvieron 49.8 y 47.5% de ovocitos que se
desarrollaron hasta dos células. Asi mismo, en humanos Lundin et al. (2001)
demostraron que los ovocitos que se dividen durante las primeras 25 a 27 h
después de la fertilizacion, muestran mayor capacidad para desarrollarse hasta
blastocisto y posteriormente implantarse, que los ovocitos que se dividen

después de dicho periodo.

Cuadro 1. Porcentaje de ovocitos’ que se desarrollaron hasta dos células en

diferente medio de cultivo.

Medio de cultivo Ovocitos Dos células Porcentaje de
desarrollo (¥ + EE)
Secuencial 95 52 54.74+6.90 a
Blastocyst 93 31 33.33+8.46 b
TALP 92 46 50.00+7.37 a

“ Medias sin una letra en comdn, dentro de columna, son diferentes (p<0.05).

El porcentaje de ovocitos que se desarrollaron hasta cuatro células (Figura 3A)
no vario (p>0.05) entre el medio TALP respecto a los medios Blastocyst y
secuencial (Cuadro 2), pero si existen diferencias significativas (p<0.05) en el
porcentaje de desarrollo obtenido entre el medio secuencial y Blastocyst. Los
resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Rooke et al. (2007) con
ovocitos de oveja, quienes al utilizar el medio continuo SOF obtuvieron 54.5%

de ovocitos que se desarrollaron hasta cuatro células. De igual forma, Izquierdo
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et al. (2002) en cabras, reportaron 31.3 y 51.3% de ovocitos de hembras
adultas y prepuberes, los cuales se desarrollaron hasta cuatro células al utilizar

el medio continuo TCM-199+células epiteliales de oviducto de cabra.

El desarrollo obtenido en el medio Blastocyst se debe a que en la formulacion
de este medio se incluye suero. Van Langendonckt et al. (1997) demostraron
que el suero ejerce un efecto adverso durante el desarrollo embrionario
temprano. Asi mismo, Lazzari et al. (2002) reportaron que el uso de suero
durante la fase de cultivo afecta el desarrollo embrionario y la capacidad de

sobrevivencia del embrién después de la congelacién y descongelacion.

Cuadro 2. Porcentaje de ovocitos® que se desarrollaron hasta cuatro células en

diferente medio de cultivo.

Medio de cultivo Ovocitos Cuatro células Porcentaje de
desarrollo (* + EE)
Secuencial 95 52 54.74+6.90 b
Blastocyst 93 30 32.26+x8.53 a
TALP 92 44 47.83£7.53 ab

“ Medias sin una letra en comun, dentro de columna, son diferentes (p<0.05).

En el Cuadro 3 se presentan los resultados del porcentaje de ovocitos que se
desarrollaron hasta dieciséis células (Figura 3B), no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) entre tratamientos. Sin embargo, los resultados son
inferiores a los reportados por Sagirkaya et al. (2006) en bovinos, quienes
indicaron que 46, 48 y 50% de los ovocitos se desarrollaron hasta dieciséis

células al utilizar los medios KSOM, CR1 y SOF, respectivamente.
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Figura 3. Embrion de cuatro (A) y dieciséis células (B).

El desarrollo embrionario obtenido se puede explicar ya que la metodologia
empleada en el cultivo con medios secuenciales fue desarrollada en humanos,
donde en el dia dos de cultivo se presenta la activacion del genoma
embrionario; una vez que ocurrié este proceso los embriones se cambian de
medio. En ovinos la activacion del genoma embrionario ocurre en el dia tres de
cultivo (Lane, 2007), que es cuando se cambian de medio, por lo que esta
manipulacion afecta la activacion del genoma embrionario y su capacidad para
continuar el desarrollo. Asi mismo, Rooke et al. (2007) y Galli et al. (2003)
reportaron que los embriones durante las etapas tempranas de desarrollo son

mas sensibles a la manipulacién y cambios en la temperatura.

Cuadro 3. Porcentaje de ovocitos® que se desarrollaron hasta dieciséis células

en diferente medio de cultivo.

Medio de cultivo Ovocitos Dieciséis células Porcentaj_e de
desarrollo (* + EE)

Secuencial 95 29 30.53+8.55 a
Blastocyst 93 21 22.5819.12 a
TALP 92 27 29.35+8.76 a

Z Medias sin una letra en comun, dentro de columna, son diferentes (p<0.05).
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En el Cuadro 4 se muestra el porcentaje de ovocitos que se desarrollaron hasta
moérula (Figura 4A), no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (p>0.05). Los resultados obtenidos son superiores a los reportados
por Watson et al. (1994) en ovejas, quienes obtuvieron 14.7% de morulas al
utilizar medio continuo TALP durante el cultivo in vitro. Asi mismo, el promedio
general de desarrollo obtenido (18.92 £9.31) es similar al reportado por Cevik et
al. (2009), quienes en bovinos al comparar el desarrollo embrionario en medio
continuo CR1 y medios secuenciales G1.3/G2.3 obtuvieron 19 y 32% de
morulas. En contraste Wan et al. (2009) en ovejas reportaron 56.7 y 53.1% de
morulas respectivamente al utilizar los medios continuos SOF Y CR1. Lo
anterior muestra variabilidad en los resultados obtenidos en distintas
condiciones y diferentes especies, por lo que se debe buscar alternativas que

permitan mejorar la eficiencia obtenida.

Cuadro 4. Porcentaje de ovocitos* que se desarrollaron hasta mdrula en

diferente medio de cultivo.

Medio de cultivo Ovocitos Morulas Porcentaje de
desarrollo (¥ + EE)
Secuencial 95 20 21.05+9.11 a
Blastocyst 93 12 12.90+£9.67 a
TALP 92 21 22.83+9.15 a

“ Medias sin una letra en comun, dentro de columna, son diferentes (p<0.05).

El porcentaje de desarrollo de ovocitos hasta blastocisto (Figura 4B) no mostro
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) (Cuadro 5). El desarrollo
obtenido con el medio TALP fue superior al reportado por Watson et al. (1994)

en ovejas, quienes obtuvieron 3.5% de blastocistos.

29



Figura 4. Mérula (A) y blastocisto (B).

En esta investigacion se utilizaron los medios  secuenciales
Cleavage/Blastocyst, los cuales s6lo han sido utilizados en humanos (Cooke et
al., 2002; Hoogendijk et al. 2007) por lo que no existen investigaciones sobre el
uso de estos medios en especies de interés zootécnico. Asi mismo no existen
reportes de utilizar el medio Blastocyst como medio continuo, ya que este medio
esté indicado para utilizarse del dia tres al dia siete. Los resultados obtenidos al
emplear el medio Blastocyst durante todo el periodo de cultivo fueron inferiores
a los reportados por Hoogendijk et al. (2007) en humanos, al utilizar los medios
secuenciales Cleavage/Blastocyst obtuvieron 45.2% de blastocistos. El medio
Cleavage fue utilizado del dia uno al tres de cultivo posteriormente los
embriones se transfirieron al medio Blastocyst y permanecieron en este medio

hasta el dia siete.

El porcentaje de desarrollo embrionario general (14.62+9.56) obtenido al utilizar
medios secuenciales y continuos es inferior a los resultados reportados por
Lane et al. (2003) en bovinos, quienes al utilizar los medios secuenciales
G1.2/G2.2 y medio continuo Menezo B2 obtuvieron 21.4 y 26.7% de ovocitos
que se desarrollaron hasta blastocisto. En forma similar Cevik et al. (2009) en
bovinos, al utilizar los medios G1.3/G2.3 y CR1 reportaron 17 y 4% de
blastocistos. Garcia-Garcia et al. (2007) en ovinos al comparar el desarrollo
embrionario en los medios secuenciales G1.3/G2.3 y el medio continuo SOF
reportaron 21.5 y 24.5% de blastocistos, siendo superiores a los encontrados en
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el presente estudio. Sin embargo, en humanos al utilizar los medios G1/G2
Macklon et al. (2002) generaron 40% de blastocistos, de igual forma Paternot et
al. (2010) al emplear los medios secuenciales Sydney IVF Fertilization/Sydney

IVF Cleavage, obtuvieron 49% de blastocistos.

Cuadro 5. Porcentaje de ovocitos que se desarrollaron hasta blastocisto en

diferente medio de cultivo.

Medio de cultivo Ovocitos Blastocistos Porcentaj_e de
desarrollo (¥ + EE)

Secuencial 95 17 17.89+9.29 a
Blastocyst 93 10 10.75+9.79 a
TALP 92 14 15.22+9.60 a

“ Medias sin una letra en comdn, dentro de columna, son diferentes (p<0.05).

Los resultados permiten concluir que independientemente del medio secuencial
utiizado en ovinos o bovinos, el porcentaje maximo de produccion de
blastocistos es de 21.5%. Sin embargo, en humanos el uso de medios
secuenciales permite obtener 49% de blastocistos, lo cual permite inferir que las
condiciones en que se emplean los medios secuenciales favorecen el desarrollo
de los embriones humanos. En consideracion a lo anterior, para mejorar el
porcentaje de desarrollo embrionario obtenido en especies de interés
zootécnico es necesario realizar modificaciones de acuerdo a la especie en

estudio.

3.6 Conclusion

El uso de medios secuenciales o continuos solo modifico el desarrollo

embrionario a 2 y 4 células.
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APENDICES

Apéndice 1. Composicion del medio TCM-199.

Componente* mM
Na ClI 116.35
KCI 5.36
CacCl2 1.80
Lactato de calcio 8.75
MgS0O4 0.81
NaHCO3; 25.07
NaH; PO, 1.01
Glucosa 3.05
Cafeina 3.60
Piruvato de sodio 0.90
Penicilina G 10000 UI/100 mL

*Lista parcial de componentes del medio TCM-199 (Sigma, # de catalogo M-

5017).
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Apéndice 2. Composicion del medio TALP-Hepes.

Componente mM
Na Cl 114
KCI 3.2
CaCl2 2

MgCl, 6H,0 0.5
NaHCO3; 2

NaH, PO4 H,0O 0.4
Glucosa 5

Lactato de sodio 10
Piruvato de sodio 0.1

Hepes
Penicilina G
Rojo fenol

BSA

240 mg/100 mL
10000 UI/200 mL
1 mg/100 ml

3 mg/ 100 mL

*In vitro, México, # de catalogo F-15.
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Apéndice 3. Composicion del medio Cleavage.

Componente

mM

Na Cl

KCI

MgSO,

Lactato de calcio
NaHCO3
Glucosa
Piruvato de sodio
Glutamina
Taurina
L-asparagina
L-acido aspéartico
Glicina

L-prolina
L-serina

Citrato de sodio
EDTA
Gentamicina

Rojo fenol

*Informacién no proporcionada por el fabricante (SAGE, USA, # de catalogo

ART-1026).

37



Apéndice 4. Composicion del medio Blastocyst.

Componente

NacCl
KCI
KHoPOy4
MgSO,

Lactato de calcio

NaHCO3
Glucosa

Piruvato de sodio

Glutamina
Taurina
Glutation
L-asparagina

L-acido aspartico

Glicina
L-prolina
L-serina
L-arginina
L-cisteina
L-histidina
L-isoleucina
L-leucina
L-lisina
L-metionina
L-fenilalanina
L-treonina
L-triptéfano
L-tirosina
L-valina
Acido folico
Piridoxina
Riboflavina
Tiamina
Gentamicina
Rojo fenol

R I I T T

L R T T

*

L R T T

*

*Informacién no proporcionada por el fabricante (SAGE, USA, # de catalogo

ART-1029).
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