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RESUMEN
El éxito de la inyeccién intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI) esta restringido
por falta de activacion del ovocito y falla en la descondensacion de la cabeza
espermédtica, ocasionando baja formacion del prondcleo (PN) masculino. Para
mejorar los resultados obtenidos por la ICSI, es necesaria una adecuada activacion
del ovocito y seleccién espermética. El objetivo del presente estudio fue determinar la
eficiencia de la fertilizacion usando ICSI con activacién quimica en ovocitos de ovino
y seleccionando el espermatozoide por “swim-up” o “swim-up” mas la unién a la zona
peltcida (ZP). Tres experimentos fueron realizados. En el experimento 1, un total de
821 ovocitos madurados in vitro, fueron activados quimicamente con etanol (EtOH),
ionoforo de calcio (Ica) o ionomicina (lo), para determinar la formacion del PN
femenino. Los tratamientos mostraron resultados similares (54, 47 y 42%,
respectivamente), siendo mas alta (P<0.05) que la activacion mecanica de los
ovocitos por medio de: solo el manejo del ovocito, ICSI o falsa inyeccion (13, 25,
32%, respectivamente) (n= 429). El experimento 2, fue para determinar el estado
acrosomal y la viabilidad de espermatozoides de semen fresco y congelado-
descongelado. Un total de 12 eyaculados y 28 pajillas con semen congelado-
descongelado fueron usadas. Los espermatozoides fueron seleccionados mediante
“swim-up” o “swim-up” mas la union a la ZP. Un total de 2294 espermatozoides de
semen fresco y 2760 espermatozoides de semen congelado-descongelado fueron
analizados después de realizadas ambas técnicas. Los espermatozoides de semen
fresco seleccionados por “swim-up” mostraron un 59% de reaccion acrosomal (RA),

mientras que en los seleccionados por medio de la union a la ZP se increment6 a
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91%. En comparacion, la RA de los espermatozoides de semen congelado-
descongelado usando “swim-up” o “swim-up” mas la union a la ZP fue de 77 y 86%,
respectivamente. Se observé una diferencia significativa (P<0.05) entre los dos
procedimientos de seleccion espermatica. En el experimento 3, la fertilizacion fue
evaluada con base en la formacion de los dos PN sin la presencia de la cabeza
espermética. El porcentaje de fertilizacion en 200 ovocitos activados mecanicamente
fue de 4%, pero la fertilizacion se incrementd en ovocitos activados con EtOH
después de la ICSI (12-28%). Cuando espermatozoides de semen fresco y
seleccionado mediante “swim-up” fueron inyectados a 123 ovocitos, el porcentaje de
fertilizacion fue de 28%; mientras que los espermatozoides seleccionados por “swim-
up” mas la union a la ZP, el porcentaje de fertilizacion de 73 ovocitos fue de 25%. En
comparacion con los espermatozoides congelados-descongelados y seleccionados
por “swim-up”, la fertilizacion fue de 13% (70 ovocitos), mientras que usando
espermatozoides seleccionados por “swim-up” mas su union a la ZP resulté en un
12% de fertilizacidon (51 ovocitos). No se observo diferencia significativa entre las dos
técnicas de seleccion. Conclusiones: La activacion quimica con EtOH incremento la
activacion en ovocitos de ovino, ademas después de la ICSI incrementé el porcentaje
de fertilizacién. La seleccion de espermatozoides mediante “swim-up” o “swim-up”
mMAas su union a la ZP no aumenté el porcentaje de fertilizacion con ICSI, aunque
“swim-up” mas su union a la ZP, indujo un alto porcentaje de RA, lo que sugiere que
no es esencial para la fertilizacion en ovocitos de ovino. El uso de espermatozoides
de semen fresco fue mas eficiente que los espermatozoides congelados-

descongelados en términos de capacidad de fertilizacion usando ICSI.
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ABSTRACT
Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) success is restricted by failure in oocyte
activation and in sperm head decondensation with low male pronuclei (PN) formation.
In order to improve ICSI, appropriate sperm selection and oocyte activation are
necessary. The objective of the present study was to determine the efficiency of
fertilization using ICSI with chemically activated ovine oocytes and sperm selected by
“swim-up” or “swim-up” plus ZP binding. Three experiments were performed. In
experiment 1, a total 821 in vitro matured oocytes were chemically activated with
ethanol (EtOH), calcium ionophore (Ica) or ionomycin (lo), to determine female PN
formation. The treatments showed similar results (54, 47, and 42%, respectively) and
were higher (P<0.05) than mechanical (non-chemical) activated oocytes in the sham,
ICSI, and sham injection (13, 25, 32%, respectively) (n= 429). Experiment 2 was
conducted to determine the viability and acrosome status for fresh and frozen-thawed
sperm. A total of 12 ejaculates and 28 straws of semen frozen-thawed were used.
Sperm were selected by “swim-up” or “swim-up” plus ZP binding. A total of 2294
sperm from fresh semen and 2760 sperm from frozen-thawed semen were analyzed
after either, “swim-up” or “swim-up” plus ZP binding. Sperm from fresh semen
selected by “swim-up” showed an acrosome reaction (AR) of 59%, while the sperm
selected by ZP binding had an increased of 91%. In comparison, the AR of frozen-
thawed sperm using “swim-up” or “swim-up” plus ZP binding was 77 and 86%,
respectively. A difference was observed between the two sperm selection procedures
(P<0.05). In experiment 3, fertility was evaluated based on the formation of two PN

without the presence of a sperm head. The fertilization rate in 200 mechanical



activation oocytes was 4%, but the fertilization increased in EtOH activated oocytes
after ICSI (12-28%). When fresh sperm selected only by “swim-up” were injected to
123 oocytes, a fertilization rate of 28% was achieved. In those sperm selected by
“swim-up” plus ZP binding the fertilization rate of 73 oocytes was 25%. In comparison,
for frozen-thawed sperm selected by “swim-up”, fertilization was 13% (70 oocytes),
whereas using sperm from “swim-up” plus ZP binding resulted in 12% (51 oocytes)
fertilization rate. No significant difference was observed between the two treatments.
Conclusions: Chemical treatment with EtOH increased ovine oocyte activation.
Besides, the fertilization rates increased after ICSI. Sperm selection with the “swim-
up” or “swim-up” plus ZP did not increase the fertilization rate with ICSI, although
“swim-up” plus ZP it did induce a high percentage of AR, suggesting that it is not
essential for fertilization in ovine oocytes. The use of fresh sperm was more efficient
than frozen-thawed in terms of fertilization capacity using ICSI.

Keywords: ethanol, ICSI, oocyte activation, ovine, pronuclei, zona pellucida.
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I. INTRODUCCION.

1.1 Situacién de la Ovinocultura en México.

Los ovinos al igual que otros animales domésticos, no son originarios del
continente Americano. Estos animales llegaron de Espafia con los navegantes y
conquistadores, primero en calidad de alimento, y luego, como pie de cria con los
primeros colonos y religiosos. Con el paso del tiempo, dichos ovinos dieron lugar a
las denominadas razas criollas de América que persisten hoy en dia en forma de
pequefios nucleos, generalmente en zonas marginales (Vivas, 2013). La posterior
introduccion y adaptacion de diferentes razas provenientes principalmente de
Australia y Estados Unidos ha permitido incrementar el acervo genético. Actualmente
se cuenta con razas especializadas en produccion de carne, leche, lana y piel,
algunas de las cuales pueden estar especializadas para una sola caracteristica
productiva, mientras que otras, pueden ser aptas para mas de un fin y son
denominadas de doble propésito. Desde el punto de vista productivo, la diversidad de
razas es importante, ya que los productores pueden elegir aquellas que puedan
satisfacer sus requerimientos de acuerdo con los objetivos de produccion (Lopez,

2004).

En México existen dos tipos de sistemas de produccién, uno encaminado a la
produccion de animales de pie de cria, que se realiza principalmente en un sistema
intensivo o estabulado, donde los animales se mantienen dentro de corrales y la

alimentacion la reciben en los comederos, y el de la produccion de corderos para



engorda, siendo realizado en un sistema semiestabulado o de traspatio con pastoreo
diurno y encierro nocturno, sistema que agrupa quiza el mayor numero de

explotaciones del pais (Castafieda, 2015).

La productividad de las explotaciones ovinas en México es baja, y muchos son los
factores causantes de ello, destacandose que esta actividad se encuentra en manos
de pequefios productores rurales, con ingresos limitados, escaso acceso a insumos y
tecnologias modernas, lo que limita la generacion de estrategias de manejo que
aumenten el potencial reproductivo y genético de los animales (Molina y Beltran,

2014).

Con base en el panorama actual de la ovinocultura en México, se tienen como
objetivos: aumentar el inventario nacional y/o hacer mas eficiente el actual para
cubrir las importaciones, elevar la productividad y eficiencia de las unidades de
produccion e incrementar la transferencia y adopcion de tecnologias innovadoras

entre ellas, las reproductivas (Partida et al., 2013).

1.2 Avances de la biotecnologia en la reproducciéon de mamiferos.

La biotecnologia de la reproduccion desde su origen tiene cinco generaciones:
la primera, la inseminacion artificial (1A); la segunda, control hormonal, transferencia
de embriones (TE), congelacion y biparticibn de embriones; la tercera, corresponde
al sexado de embriones y espermatozoides y produccién de embriones in vitro
(PEIV); la cuarta, se identifica con la clonacidn con células sométicas y la quinta con

la transgénesis (Ugalde, 2014).



En el ganado ovino a nivel mundial, se estan aplicando técnicas de
reproduccién para incrementar su eficiencia y consecuentemente su productividad.
Actualmente, entre los paises que utilizan la técnica de superovulacion y la
transferencia de embriones a fin de lograr objetivos especificos, se encuentran: el
Reino Unido (disminucién en la cantidad de grasa de la canal); Francia (aumento de
la proteina en la leche); Espafa (incremento de la prolificidad); Sudafrica (aumento
de la fecundidad); Nueva Zelanda (disminucién del diametro de la fibra de la lana);
Australia y Nueva Zelanda (exportacion de genética selecta) y México (multiplicacion

de animales de alto valor comercial) (Ugalde, 2014).

Entre las técnicas reproductivas que se estan aplicando en el ganado ovino en
México se encuentran: (IA) por via cervical e intra-uterina, la induccién y
sincronizacion de estros, la congelacién y TE producidos in vivo e in vitro, lo anterior,
con la finalidad de favorecer la multiplicacién de reproductores con caracteristicas
productivas y reproductivas superiores, obteniendo con ello mayores beneficios

econdmicos (Molina y Beltran, 2014).

1.3 Origen de los gametos.

Las células germinales de la hembra y del macho se desarrollan a partir de las
células germinales primordiales (CGP), que en embriones de desarrollo temprano,
tienen una ubicacidon extraembrionaria. Después de proliferar las CGP migran, de
modo ameboideo, a las crestas gonadales en desarrollo donde se transforman en

ovogonias y en espermatogonias. En la hembra las ovogonias se multiplican por



mitosis, pero se detienen antes o inmediatamente después del nacimiento,
dependiendo de la especie. Poco después de la ultima mitosis, en las ovogonias se
duplica el ADN y entran a una larga profase de la primera division meiética. Durante
la etapa paquitena, los cromosomas homologos se entrecruzan y los genes paternos
y maternos se intercambian entre si antes de que el ovocito entre a la etapa de
diploteno que es de larga duracion. Al inicio de la profase, la cromatina se encuentra
difusa en el nucleo, en esta etapa los ovocitos presentan un ndcleo grande llamado
vesicula germinal; crecen y los organelos citoplasmicos se reproducen. Con la
llegada a la pubertad la oleada de la hormona luteinizante (LH) de la hipdfisis
desencadena la reanudacion de la meiosis, logrando que los ovocitos lleguen a la
metafase de la segunda division meiotica y sean liberados de los foliculos durante la
ovulacion. Los ovocitos ovulados rodeados por miles de células del cuamulo, son
transportados rapidamente a la region superior de los oviductos donde son
fecundados, por lo que la fertilizacion en los mamiferos se produce en la metafase de

la segunda division meiotica del ovocito (Yanagimachi, 2005).

En los machos los gonocitos migran a la membrana basal de los tubulos
seminiferos transformandose en espermatogonias. En los adultos, las
espermatogonias mantienen su capa germinal produciendo ciclicamente los
espermatocitos primarios que experimentan meiosis para producir espermatocitos
secundarios y después espermatidas que son células haploides y redondas,

diferencidndose posteriormente en espermatozoides flagelados (Yanagimachi, 2005).



1.4 Maduracién de los espermatozoides.

Los espermatozoides que salen de los testiculos son inmdviles y no son
capaces de realizar la fertilizacibn. Adquieren la capacidad de movilidad,
realizadndose en ellos cambios estructurales y bioquimicos mientras pasan a través
del epididimo, a este proceso se le denomina maduracion. Este incluye alteraciones
en la composicion de glicoproteinas y esteroles de la membrana plasmética y un
extenso entrecruzamiento de protaminas nucleares por puentes disulfuro. Algunas
proteinas epididimarias que se integran a la membrana plasmatica de los
espermatozoides pueden tener un papel fundamental en la interaccion
espermatozoide-ovocito. Mientras que en la eyaculacién algunos componentes del
plasma seminal son absorbidos en la membrana plasmatica de los espermatozoides

para regular su funcion durante la fertilizacion (Yanagimachi, 2005).
1.5 Capacitaciéon espermatica.

Hace mas de 50 afios que Austin y Chang definieron la capacitacion
espermatica de mamiferos como el periodo en que los espermatozoides deben de
permanecer en el aparato reproductor de la hembra para adquirir la capacidad de
fertilizar a los ovocitos. La capacitacion involucra una serie de modificaciones
estructurales y funcionales que ocurren en los espermatozoides mediante: (1) el
retiro de factores estabilizadores adquiridos mientras permanecian en el plasma
seminal, (2) cambios que suceden durante el trayecto por el tracto reproductor

femenino y (3) se considera completa la capacitacion cuando los espermatozoides



son capaces de responder a ligandos de la zona pellcida (ZP), y experimentan la

reaccion acrosomal (RA) (De Jonge, 2005).

El proceso de capacitacion implica varios cambios secuenciales, algunos de
estos cambios son rapidos y tienen lugar en el momento en que los espermatozoides
son eyaculados, mientras que otros cambios necesitan de un periodo mas largo y se
desarrollan en el tracto reproductor femenino (in vivo) o en un medio capaz de
sustentar este proceso in vitro, pero ambos cambios son regulados principalmente
por la proteina cinasa A (PKA), bicarbonato (HCO;3 ), adenilciclasa soluble (ACs) y

adenosin monofosfato ciclico 3' 5 (AMPc) (Visconti, 2009).

Un evento rapido de la capacitacion es la activacion de la movilidad
espermatica que se caracteriza por el movimiento flagelar de los espermatozoides
inmediatamente después de entrar en contacto con altas concentraciones de HCO3' y
Calcio (Ca®") presentes en el fluido seminal, asociandose también el movimiento

transmembranal del HCO3; con el incremento del pH intracelular (Visconti, 2009).

Durante la capacitacion los espermatozoides adquieren la capacidad de
fertilizar, la cual esta precedida de la preparacién para experimentar la RA y cambiar
el patron de movilidad conocido como hiperactivacion. Los componentes del fluido
oviductal, tales como proteinas de alto peso molecular como la albumina y
lipoproteinas de alta densidad (HDL) promueven la salida de colesterol de la
membrana plasmatica, dando como resultado un incremento de la capacitacion y en

la fosforilacion de la tirosina a través de la via de sefalizacion AMPc/PKA. Los



medios de capacitacion in vitro contienen una fuente de proteinas que generalmente
es la albimina sérica bovina (ASB) y diferentes iones, incluyendo al HCO;™ y Ca?*

(Lopez-Ubeda y Matas, 2015).

En el proceso de capacitacién se encuentran involucradas diversas moléculas.
El HCOj3 interviene en la hiperpolarizacion de la membrana y remodelacion de sus
fosfolipidos, lo que permite reubicar al colesterol para su posterior salida, lo anterior
incrementa la fluidez de la membrana, ocasionando la entrada masiva de Ca*
extracelular cuya funcion es activar las vias de sefializacion de ACs/AMPCc/PKA,
dando como resultado la fosforilacion de proteinas y alcalinizacion del pH
intracelular. La ACs cuya funcion es la elevacion de los niveles de AMPc produciendo
la activacion de la PKA. La PKA tiene como funciones la fosforilacién de la serina y
treonina, que conduce a la fosforilacibn de la tirosina, ésta ultima regula la
hiperactivacion de la motilidad e induce la RA. La albumina tiene la funcién de regular
el flujo de colesterol que da como resultado una redistribucion de los fosfolipidos
membranales, incrementando su fluidez y transporte idnico. El 6xido nitrico es una
pequefia molécula lipofilica que se difunde rapidamente a través de la membrana,
actuando como mensajero intracelular y extracelular, entre sus funciones se
encuentra la activacion de la guanilato ciclasa soluble que produce un incremento
intracelular del guanosin monofosfato ciclico que ha sido implicado en procesos
como capacitacion, RA e interaccion 6vulo-espermatozoide (Lopez-Ubeda y Matas,

2015).



1.6 Reaccién acrosomal o exocitosis acrosémica.

El proceso por el cual los espermatozoides responden a los receptores de la
ZP se ha referido como RA, aunque lo mas apropiado es llamarle exocitosis
acrosdmica, ya que la exocitosis es un proceso mediante el cual las vesiculas se
fusionan a la cara interna de la membrana plasmaética, descargando su contenido en
el espacio extracelular, siendo un proceso irreversible (Tosti y Boni, 2011).
Normalmente la RA se lleva a cabo al entrar en contacto con la ZP y hace que los
espermatozoides sean capaces de penetrarla para fusionarse con la membrana

plasmética de los ovocitos (Yanagimachi, 2005).

El acrosoma es un organelo con forma de capucha, ubicado en la regién
apical del espermatozoide, sobre el segmento anterior del nucleo, con una gran
cantidad de enzimas hidroliticas, que se derivan del aparato de Golgi durante la
espermatogénesis (Del Rio et al., 2007). Durante la RA, se fusiona la membrana
acrosomal externa (MAE) con la membrana plasmatica, dando lugar dicho evento a
la vesiculizacion. La matriz acrosémica queda expuesta y se dispersa parcialmente,
mientras que la membrana acrosOmica interna con algunos componentes de la
matriz acrosémica adheridos, permanece intacta durante todo el proceso de union y
penetracidon del espermatozoide a la ZP (Tosti y Boni, 2011). La sefializacién durante
la RA esta mediada por moléculas de segundos mensajeros como Inositol 1,4,5
trifosfato (IP3), AMPc e iones de Ca?*. Dos vias distintas han sido propuestas para la
activacion de la RA, en ambos casos, el acontecimiento central es el aumento del

contenido de iones de Ca?* dentro del acrosoma. Una via puede ser el flujo de iones



externos al interior del acrosoma controlado por valvulas en los canales de Ca?'
mediante la activacion de PKA dependientes de AMPc que es una consecuencia de
la union de la glicoproteina ZP3 con la membrana plasmética esperméatica. Otra via
que puede causar aumento de Ca®" citosélico dentro del acrosoma es a través de la
activacion de la fosfolipasa C zeta (PLCC) por una tirosina cinasa asociada con el
receptor espermético en la ZP. La PLC( hidrolisa el fosfatidil inositol 4-5 bi-fosfato
(PIP2) a IP3 que puede desencadenar la liberacién Ca*" intra-acrosomal y de diacil-
glicerol que activa la proteina cinasa C (PKC), provocando la apertura de canales de
Ca**. En ambos escenarios, el flujo de iones activa la despolimerizacion de
microfilamentos en el acrosoma para favorecer la fusién y vesiculacion de la MAE

(Tosti y Boni, 2011).

La progesterona (P4) y la ZP3 son inductoras a través de un mecanismo de
receptores especificos presentes en la membrana plasmatica de la region acrosomal,
causando un transporte de Ca®" hacia el interior y en consecuencia elevando
considerablemente su concentracion; aunado a lo anterior se encuentran agentes
fusogénicos como la lisofosfatidilcolina que en presencia de Ca®* son capaces de
acelerar la RA (Del Rio et al.,, 2007), ademas, algunos componentes o enzimas
acrosomicas sufren protedlisis y modificaciones post-transicionales, por ejemplo la
division proteolitica de pro-acrosina a acrosina una enzima activa (Tosti y Boni,
2011). Aunque multiples agonistas pueden inducir la RA, solo la unién o penetracion
de la ZP durante la fertilizacion es 100% efectiva para producirla (Baibakov et al.,

2007), siendo importante mencionar que si la RA se realiza antes de la unién con la



ZP, el espermatozoide no va a ser capaz de llevar a cabo la fertilizacién (Gadella et

al., 2001).

1.7 Penetracion del espermatozoide en el cumulus oophorus.

Los espermatozoides capacitados que alcanzan la porcion ampular del
oviducto deben contactar con las células del cimulo o cumulus oophorus (CO). El
CO esta formado por células de la granulosa, una matriz extracelular de acido
hialurénico (AH) polimerizado y algunas proteinas, como la Hay 15 (Canovas y Coy
2008; Parmegiani et al., 2012). Durante el crecimiento del ovocito, el CO tienen un
papel importante en el mantenimiento del arresto meidtico, asi como en la activacion
del ovocito a través de uniones comunicantes con las células del CO. Por medio de
estas uniones se transfieren sustancias de bajo peso molecular como iones,
segundos mensajeros, nucleétidos y aminoacidos, necesarios para el metabolismo
del ovocito (Zhang et al., 2012). Tras la oleada preovulatoria de LH, el CO transmite
la sefial de la reanudacion meidtica, maduracion nuclear y citoplasmatica de los
ovocitos. Es esencial la capacitacion de los espermatozoides con su acrosoma
intacto para que pasen a través del CO (Tosti y Boni, 2011). Entre las funciones del
CO estéan: estimular la movilidad espermatica, promover la RA y controlar el acceso
de los espermatozoides a la ZP del ovocito inmovilizada por la red fibrosa de la
matriz del CO (Kim et al., 2008). Los espermatozoides atraviesan el CO por medio de
su movilidad y la presencia de la hialuronidasa de origen acrosomal; asi como de
otras proteinas cuya funcién es la de digerir la matriz del AH (Canovas y Coy 2008),

encontrdndose entre estas ultimas a la PH-20 y la Hay 15 (Canovas y Coy 2008; Kim
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et al., 2008) que se encuentran unidas a un glicolipido membranal, el
glicosilfosfatidilinositol (Kim et al., 2008). Estas dos hialuronidasas difieren en su
localizacion subcelular, la PH-20 esta presente en la membrana plasmatica de los
espermatozoides con el acrosoma intacto y su localizacibn aparece sin cambios
después de la RA, asignandole dos funciones, la hidrolizacion del AH y la unién a la
ZP. La Hay 15 est& localizada en un 60% del total de la membrana plasmética y un
40% en la membrana acrosomal, siendo liberada casi toda durante la RA, por lo que
se piensa que funciona en la penetracién espermatica a través del CO permitiendo el
libre movimiento del espermatozoide (Kim et al., 2008). Aunado a lo anterior, el CO
secreta P,4, un atrayente espermatico, que actla a través de un receptor no genémico
que activa la PLCZ elevandose el Ca?* y regulando algunos aspectos del
funcionamiento celular, como es inducir la hiperactivacion flagelar y la RA (Tosti y

Boni, 2011).
1.8 Penetracidn del espermatozoide en la Zona Pellcida.

Una vez que los espermatozoides penetran el CO tienen que unirse y penetrar
la ZP. Esta es una estructura extracelular, que rodea al ovocito y al embrién previo a
la implantacién, compuesta por glicoproteinas, cuyas funciones principales son el
reconocimiento espermatico especie-especifico y la prevencion de la polispermia.
Aungue los mecanismos que permiten interactuar al espermatozoide con la ZP del
ovocito no estan totalmente caracterizados, se sugiere que una glicoproteina
compleja en la ZP interactia con otra proteina enlazada al carbohidrato de la

superficie espermatica (Velazquez, 2009). La ZP contiene tres glicoproteinas: ZP;,
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ZP,y ZP3. La ZP, y ZP3 tienen estructura filamentosa, y la ZP; parece unirse a ZP, y
ZP3 en un arreglo tridimensional complejo (Veldzquez, 2009). La ZP; es el receptor
espermético de la ZP, induciendo la RA. Después de completarse la RA el
espermatozoide pierde su afinidad a la ZP3 y entonces la union del espermatozoide
al ovocito parece ser dependiente de la ZP,. Entre las proteinas que presentan los
espermatozoides en su membrana plasmatica para unirse a la ZP3 se encuentran: la
fertiina, 4-galactosiltransferasa, ciritestina (Velazquez, 2009), SP56ZP3, zona
adhesinas (ZAN), arilsulfatasa A (ASA), P43H, proacrosina, SP38IAM38ZPBP12 y
PH20SPAM1 (Tosti y Boni, 2011), siendo la B1 y la 4-galactosiltransferasa

importantes para llevar a cabo la RA por la ZP3 (Velazquez, 2009).

Aunqgue los mecanismos del paso de los espermatozoides a través de la ZP no
estan claros se considera que dependen de la combinacion de procesos mecéanicos y
enzimaticos (Kim et al.,, 2008). La accion mecanica es por medio de la movilidad
flagelar del espermatozoide, mientras que la enzimatica ocurre por la hidrélisis
proteolitica de la ZP con la ayuda de proteasas acrosomales y/o membranales de los
espermatozoides (Kim et al., 2008). En general, los espermatozoides sélo penetran
la ZP una vez que han sido sometidos a la RA. Este cambio morfolégico y bioquimico
activa y expone las enzimas proteoliticas presentes en la matriz acrosomica. La
proteasa acrosOmica mas estudiada es la acrosina, que tiene propiedades similares
a la tripsina, ambas eliminan la ZP de los ovocitos; otras proteasas acrosomicas de

los espermatozoides de mamiferos incluyen: una peptidasa similar a una colagenasa,
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catepsina D proteasa, tripsina proteasa, serina proteasa, peptidasa dipeptidil, TESP

proteasa y el proteasoma 26S (Tosti y Boni, 2011).

1.9 Fertilizacion.

Después de que los espermatozoides penetran la ZP, alcanzan el espacio
perivitelino, se adhieren y fusionan con la membrana plasmatica de los ovocitos, (el
oolema) (Tosti y Boni, 2011). La union y fusion del espermatozoide con el oolema,
son mediadas por las integrinas, proteinas de union, de la familia ADAM (una
desintegrina y una metaloproteasa) presentes en la superficie de la cabeza
espermatica, asi como integrinas en la membrana plasmatica del ovocito. La fertilina
(ay B) y ciritestina, proteinas de la familia ADAM que se encuentran en la membrana
plasméatica de los espermatozoides interactuan con las integrinas a6B1 o avp1 del
oolema durante la fertilizacion. La Fertilina-B (ADAM-2) participa en la union del
espermatozoide con el oolema a través de su dominio desintegrina, y la fertilina-a
(ADAM-1) induce la fusion espermatozoide-oolema a través de un dominio de fusion
similar al de algunos virus (Tosti y Boni, 2011). El proceso de fusion de membranas
puede ser dividido en tres eventos claves. El primero consiste en el reconocimiento
de membranas y se trata de un contacto inicial entre las dos membranas mediadas
por uniones proteina-proteina o por uniones proteina-carbohidrato. El segundo
consiste en la aposicion de las membranas; la actividad fusogénica de las proteinas
conlleva a que las dos membranas tengan un contacto intimo y se produzca la
adhesion uniéndose fisicamente las dos (a través de interacciones proteina-lipido o

proteina-proteina), lo cual induce un cambio de conformacion irreversible, de modo
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que las proteinas se doblan sobre si mismas. El tercer evento corresponde a la
mezcla de lipidos; una vez que las membranas estan en contacto, se produce la
mezcla de lipidos dando como resultado una bicapa que permite la continuidad
citoplasmatica entre las dos células. La fusion del espermatozoide al oolema del
ovocito se lleva a cabo en la porcion de la membrana plasmética, denominada teca
perinuclear (TP) o segmento ecuatorial, que cubre parte del acrosoma, pero no se

fusiona con la MAE durante la RA (Canovas y Coy 2008).

Una vez realizada la fusién espermatozoide-oolema cesa la movilidad de la
cola espermatica, incorporandose la cabeza y posteriormente el flagelo al ooplasma
cortical del ovocito, a través de los microfilamentos de actina que cubren la mayoria

de la superficie del ovocito (Tosti y Boni, 2011).

La fusién espermatozoide-ovocito provoca una abrupta liberacion de Ca?* del
reticulo endoplasmatico liso (REL) de los ovocitos, el Ca®* liberado vuelve a entrar al
REL lo que hace que de nuevo se libere Ca?" a intervalos regulares durante varias
horas. La primera subida de Ca*" intracelular desencadena la reanudacion de la
meiosis del ovocito, asi como la exocitosis de los granulos corticales que hacen a la

ZP impenetrable a mas espermatozoides (reaccién zonal) (Yanagimachi, 2005).

Es importante indicar que el Ca*" es citotoxico si sus niveles intracelulares se
mantienen elevados durante largos periodos, por lo que la liberaciéon de Ca*" se
realiza de manera pulsétil, lo anterior envia a la célula las sefiales idnicas y al mismo

tiempo evita los efectos toxicos (Loi et al., 1998). El intervalo entre los aumentos de
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Ca”" en los ovocitos de mamiferos es especifico de la especie, por ejemplo en los

ovocitos de bovinos, se observan cada 20 minutos (Hosseini et al., 2008).
1.10 Activacion del ovocito.

Los cambios estructurales y bioquimicos producidos en los ovocitos por el
espermatozoide fecundante se denominan activacion (Yanagimachi, 2005). Entre los
cambios mas ampliamente observados en los ovocitos activados de mamiferos se
encuentran: la terminacion de la meiosis, la exocitosis de los granulos corticales,
cambios en el patron de sintesis de proteinas y la formacién de los pronucleos (PNs).
No existen suficientes evidencias sobre si la activacion es debida a las interacciones
entre los ligandos superficiales de los espermatozoides y los receptores de la
superficie de los ovocitos o a través de la introduccion de un factor de activacion del
ovocito unido al espermatozoide (SOAF), que no es especifico de especie
(Yanagimachi, 2005). Este factor se encuentra localizado en la TP de la regién post-
acrosémica, debajo de la membrana plasmatica sobre el segmento ecuatorial del
acrosoma (Garcia-Rosello et al., 2009). Este factor ha sido identificado como PLCC.
Se cree que después de la fusidon del espermatozoide con la membrana plasmatica
del ovocito, la proteina PLCC derivada del espermatozoide se difunde dentro del
citoplasma del ovocito, produciendo la hidrélisis del PIP2 para generar el IP3. El
incremento de Ca®* intracelular libre inactiva el factor citostatico (FSC), promoviendo
la destruccién de la ciclina B1 que ocasiona la inactivacion del factor promotor de la
maduracién (FPM), un dimero formado por la ciclina B1 (subunidad regulatoria) y la

proteina p34cdc2 (subunidad catalitica) (Barbosa et al., 2013). Esto causa la
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produccion de receptores de IP3 a través de la proteina G y la tirosina cinasa. El
bloqueo de la activacion del FPM permite los primeros eventos de la activacion del
ovocito, tales como la reanudacién de la meiosis (transicion de la anafase/telofase),
extrusion del segundo cuerpo polar y la exocitosis de los granulos corticales
(Barbosa et al., 2013), asi como la formacion del PN femenino (PNf),
descondensacién del nicleo compacto del espermatozoide y su transformacién en el
PN masculino (PNm) (Yanagimachi, 2005). Durante la etapa intermedia del
desarrollo pronuclear ocurre la sintesis de ADN. En la mayoria de las especies, el
centrosoma espermatico que entré en el ovocito forma el &ster microtubular que
atrae a los PNm y PNf al centro del ovocito y la unién de ambos (singamia) completa
el proceso de fertilizacion; finalmente se forma el cigoto, lo que sefala el principio de

la vida de un nuevo individuo (Yanagimachi, 2005).
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[I. ANTECEDENTES.

2.1 Importancia de lareproduccion asistida.

La biotecnologia de la reproduccion es un conjunto de técnicas que van desde
la 1A hasta la clonacion, todas ellas encaminadas a aumentar la eficiencia
reproductiva de los animales (Ugalde, 2014). El uso de técnicas de reproduccion
asistida (TRA) ha sido de gran importancia en la produccion ganadera. En términos
generales las principales TRA para este fin incluyen la IA, congelacion de gametos y
embriones, sincronizacién e induccion del estro, superovulacion, sexado de semeny
embriones, TE producidos in vivo e in vitro, y la PEIV. Dichas técnicas han
incrementado la produccién animal a través de la genética, reduccion del intervalo
generacional, control de enfermedades y reduccion de costos de produccion

(Bertolini y Bertolini, 2009).

2.2 Importancia de la ICSI en la reproduccion asistida.

La Inyeccién intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI por sus siglas en
inglés) es una importante TRA cuando la fertilizacion in vivo o in vitro no es posible
(Ortega et al., 2011). Se puede utilizar para la conservacion de especies en peligro
de extincion (Comizzoli et al., 2000), en la produccion de crias de determinado sexo
(Jo et al., 2014) y para el uso de espermatozoides que han perdido su movilidad
debido al tipo de conservaciéon, como es el caso de espermatozoides congelados-

desecados (Muneto y Horiuchi, 2011) o desecados por calor (Lee et al., 2013) que
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pierden su capacidad natural para penetrar al ovocito pero no su habilidad para

contribuir en el desarrollo embrionario.

En ovinos, la ICSI es de gran valor en la investigacion para estudiar aspectos
fundamentales como: la calidad del ovocito sobre el desarrollo embrionario (Catala et
al., 2012), la formacion de los PNs (Shirazi et al., 2011) y el desarrollo embrionario
temprano (Gomez et al., 1998b). Ademas se ha usado la ICSI con semen sexado
(Catt et al., 1996a), y se esta utilizando para obtener animales con una caracteristica
genética especifica, y en la produccién de animales transgénicos para obtener
productos biolégicos de aplicacion terapéutica (Pereyra-Bonnet et al., 2011; Lopez-
Saucedo et al., 2012). Actualmente, no hay una investigacion intensiva acerca de la
ICSI en pequefios rumiantes, sin embargo, es potencialmente importante, ya que en
un futuro se podra aplicar en sistemas de produccion animal como es el uso con
semen de animales de alto valor genético o con espermatozoides de epididimo

(L6pez-Saucedo et al., 2012).

2.3 Produccién de embriones in vitro.

La PEIV involucra cuatro pasos: a) la recuperacion de ovocitos de foliculos
antrales; b) la maduracién in vitro (MIV) de estos ovocitos; c) la fertilizacién in vitro
(FIV) de los ovocitos madurados y d) el cultivo in vitro (CIV) de los embriones

resultantes (Traldi, 2009; Freitas y Melo, 2010).

La PEIV se define como un proceso por el cual la interaccion de los

espermatozoides y ovocitos, se produce fuera del cuerpo en condiciones de

18



laboratorio. El procedimiento de PEIV comienza con la coleccidon de ovocitos, ya sea
de animales vivos (Gou et al., 2009; Grazul-Bilska et al., 2006), que generalmente
son estimulados hormonalmente para inducir el desarrollo de mudltiples foliculos
preovulatorios, u ovocitos obtenidos de animales muertos (Shirazi et al., 2008). Los
ovocitos obtenidos de animales vivos pueden estar maduros y someterse a la FIV,
mientras que los ovocitos obtenidos de foliculos de 3-8 mm de animales muertos son
madurados in vitro antes de la FIV. La FIV se ha realizado con semen fresco (Shirazi
et al., 2008), descongelado (Grazul-Bilska et al., 2006) o usando espermatozoides
sexados, seleccionando aquellos con cromosoma “X” o “Y” (Hollinshead et al., 2004;
Morton et al., 2004). Los cigotos obtenidos después de la FIV generalmente se
cultivan in vitro de 2 a 6 dias (Walmsley et al., 2004), para posteriormente realizar la
TE que se define como la colocacion de embriones en fase preimplantacional a nivel
del oviducto o del cuerno uterino en hembras seleccionadas donde se desarrollara el
feto hasta el nacimiento o se criopreservan los embriones para una posterior TE

(Dattena et al., 2000; Papadopoulos et al., 2002; Morton et al., 2004).

Otra forma de FIV es la ICSI, que es la inyeccién de un espermatozoide en el
ovoplasma de un ovocito en metafase Il (Patricio et al., 2003). El ovocito maduro
puede ser obtenido de foliculos preovulatorios de una hembra in vivo, o puede ser
obtenido por MIV de ovocitos colectados de foliculos inmaduros, ya sea in vivo 0

postmorten (Hinrichs et al., 2005).
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2.4 Diferencia entre fertilizacion e ICSI.

Durante la fertilizacion, la membrana plasmatica espermatica y el contenido
del acrosoma nunca entran en el ovocito. Durante la ICSI el espermatozoide entra
completo al ovocito, ademas de una pequefia cantidad del medio extracelular en el
gque se mantienen los espermatozoides. Los ovocitos sometidos a ICSI deben hacer
un trabajo extra en relacién a los ovocitos fertilizados naturalmente, ya que se tienen
gue liberarse de: (I) la membrana plasmatica y acrosomal del espermatozoide, (II)
diversas macromoléculas agregadas a la membrana plasmatica del espermatozoide
durante la maduracién en el epididimo y eyaculacion, (lll) el contenido acrosomal con
un espectro de enzimas hidroliticas y glicoproteinas, y (IV) los componentes del
medio durante la inyeccion de los espermatozoides, como por ejemplo la polivinil

pirrolidona (PVP) (Yanagimachi, 2005).

2.5 Historia de la ICSI.

El primer investigador que reportd la inyeccion exitosa de un espermatozoide
fue Hiramoto en 1962, utilizando ovocitos de erizo marino (Gémez et al., 1997);
posteriormente Uehara y Yanagimachi (1976) informaron sobre el primer éxito de
ICSI en mamiferos, usando hamsters; para ello homogenizaron una suspension de
espermatozoides de epididimo e inyectaron las cabezas espermaticas (sin
acrosoma) en forma individual en ovocitos maduros, y 2 a 3 horas mas tarde la
mayoria de los ovocitos desarrollaron el PNm y el PNf (Catt y Rhodes, 1995; Lee et

al., 2003; Yanagimachi, 2005). La ICSI se ha realizado en diversas especies de
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mamiferos. Entre las especies con nacimientos de crias vivas como resultado de
embriones obtenidos por ICSI se encuentran: el bovino (Goto et al., 1990), el humano
(Palermo et al., 1992), el conejo (Hosoi y lritari, 1993), el ratén (Kimura y
Yanagimachi, 1995), la oveja (Catt, 1996), la yegua (Squires et al., 1996), el gato
doméstico (Pope et al.,, 1998), el cerdo (Kolbe y Holtz, 2000; Martin, 2000), el
hamster (Yamauchi et al., 2002), y la cabra (Wang et al., 2003). También se ha
logrado el nacimiento de crias vivas usando espermétidas redondas para realizar la

ICSI en ratones (Oguna et al., 2003) y hamsters (Haigo et al., 2004).

Aunque la produccion exitosa de crias viables por ICSI usando ovocitos
madurados in vivo e in vitro ha sido reportada en diversas especies de mamiferos, la

eficiencia de ICSI es inferior al 10% (Yanagimachi, 2005).

Aunado a lo anterior, se reporta una fertilizacion de 30% cuando se usa ICSI
en comparacion a la FIV (57%) (Gomez et al., 1997), considerando que es debido
principalmente a la falla en la formacién del PNm y a la falta de activacion del ovocito
(Cheng et al., 2009). Una de las principales causas del bajo porcentaje de
fertilizacion después de ICSI es la ausencia del PNm, debido a que no se realizo la
descondensacion de la cabeza espermatica (Lee et al., 2003). En humanos, conejos,
hamsteres y ratones, el proceso de inyeccidén ocasiona que la cabeza espermatica se
descondense y se forme el PNm. En contraste, la ICSI con espermatozoides de
bovinos (Rho et al., 1998), cerdos (Lee et al., 2003) y ovinos (Gomez et al., 1997)

mas del 70% no sufren descondensacion espermatica.
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Como se observa en la Tabla 1, el porcentaje de blastocitos de ovinos
producidos mediante ICSI es inferior a 20%, cuando no se da tratamiento a los

espermatozoides ni activacion artificial a los ovocitos.

Tabla 1.- Resultados de ICSI en ovocitos de ovino, sin tratamiento a los
espermatozoides ni activacion quimica de los ovocitos.

Porcentaje
Autor y Semen Activacion  Desarrollo  Division ~ Morulas  Blastocitos
ano de PNs
Shirazi et Fresco ND 37 78 ND 17
al., 2011.
Shirazi et Fresco. 5 5 24 ND 3
al.,
2009b.
Pereyra — Descongelado. ND ND 52 38 0
Bonnet et
al., 2008.
GOmez et Fresco. ND ND 31 43 9
al.,
1998a.
GoOmez et Fresco- 38 88 ND ND ND
al., 1998c. descongelado
Catt, Fresco. 3 50 ND ND ND
1996.
Catty Fresco. 52 63 48 ND ND
Rhodes.
1995.

ND= No determinado. PNs= Pronucleos.

2.6 Tratamientos para la descondensacion espermatica.

En los mamiferos, durante las etapas finales de la maduracién espermatica la
estructura nuclear se condensa progresivamente y se estabiliza por la formacion de

puentes disulfuro en las proteinas asociadas al ADN, las protaminas, proteinas
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bésicas especificas de los espermatozoides. Durante la espermatogénesis en el ADN
de los espermatozoides, las histonas son sustituidas por protaminas, que son las
responsables de formar una cromatina altamente condensada y bioguimicamente
inerte (Rho et al., 1998; Nakai et al., 2006), que la hace mas resistentes a trastornos
fisicos y quimicos (Rho et al., 1998). El nicleo espermatico inyectado tiene que ser
remodelado a un estado somético tipico con la reduccién de puentes disulfuros
regulados por el glutation citoplasmico del ovocito y la sustitucion de las protaminas
por histonas, para que se lleve a cabo la descondensacion nuclear y la formacion del
PNm (Nakai et al., 2006). Se ha determinado que existen variaciones entre especies
en cuanto a la estabilidad nuclear espermatica, lo que facilita o dificulta la
descondensacion del nucleo y la formacion del PNm después de la ICSI (Rho et al.,

1998).

Se ha reportado que los ovocitos inyectados con espermatozoides con
acrosoma intacto retrasan el inicio de la descondensacion y formacion del PNm, esto
no ocurre en la FIV, ya que Unicamente los espermatozoides que han realizado la RA
son capaces de fertilizar (Katayama et al., 2002a). Por esto, la permeabilizacién o
remocion de las membranas espermética y acrosomal es importante para facilitar la
descondensacion y formacion del PNm después de la ICSI, ya que facilita la

exposicion del SOAF en el citoplasma del ovocito (Garcia-Rosell6 et al., 2009).

Para realizar lo anterior, se han usado medios fisicos como es la remociéon
artificial del acrosoma y cola por sonicacién (Lee y Niwa, 2006), dafio de la

membrana espermatica por congelacion y descongelacién antes de la inyeccién
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(Horiuchi et al., 2002; Ock et al., 2003; Yong et al., 2005; Choi et al., 2006; Tian et al.,
2006; Shirazi et al., 2011) o mediante tratamientos quimicos para inducir la RA con
heparina, cafeina (Li et al., 2004; Jiménez-Macedo et al., 2005; Rahman et al., 2009),
lon6foro de calcio (Ica) (Garcia-Rosellé et al., 2006; Jiménez-Macedo et al., 2007)
lonomicina (lo) (Li et al., 2001; Jiménez-Macedo et al., 2005; Jiménez-Macedo et al.,
2006), y la P, (Katayama et al.,, 2002b; Katayama et al., 2007); también se ha
aplicado el Triton X-100 (TX-100), un detergente no i6nico que remueve las
membranas acrosomal y plasmatica del espermatozoide (Tian et al., 2006; Pereyra-

Bonnet et al., 2007).

Se ha reportado que hay una relacién significativa entre la reduccion de los
puentes disulfuro y la formacion del PNm (Perreault et al., 1987), por lo que se han
usado agentes quimicos para reducir los puentes disulfuro antes de la ICSI y
promover la descondensacion artificial in vitro en espermatozoides de mamiferos;
entre éstos esta el ditiotreitol (DTT) (Chung et al., 2000; Shimada et al., 2000; Suttner
et al., 2000; Galli et al., 2003; Ock et al., 2003; Taka et al., 2005; Nakai et al., 2006;
Tian et al., 2006; Cheng et al., 2009; Shirazi et al., 2011), asi como los detergentes
aniénicos como el dodecil sulfato de sodio (SDS) que rompe puentes no-covalentes

(Ock et al., 2003; Shirazi et al., 2011).

En la Tabla 2, se observan los resultados obtenidos cuando los
espermatozoides se expusieron a diferentes tratamientos antes de inyectarlos a

ovocitos de ovino.
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Tabla 2.- Resultados obtenidos después de la ICSI con espermatozoides expuestos
a diferentes tratamientos antes de inyectarlos a ovocitos de ovino.

Porcentaje
Autor/ Tratamiento Tratamiento Desarrollo  Division Mérulas  Blastocitos
afio Ovocitos. espermatozoide de PNs
Shirazi et o5 uM + DTT 5 mM, 5 60 86 ND 17
al,, 2011. 1% SFB X5 min.
min,
después de
3 h, 6-
DMAP 1.9
mM ,3 h.
DTT5mM + 59 87 ND 13
0.1% SDS, 20
min.
SDS 0.1%, 20 38 83 ND 14
min.
Congelado/des- 45 75 ND 18
concongelado 2
veces sin
crioprotector.
Pereyra- Sin Triton X-100 ND 55 a7 2
Bonnet activacion .5%, 30 seg. a0
etal., °c.
2007.
GOmez Sin ICSI + RA. 22 ND ND ND
et al., activacion
1997.

lo= lonomicina; SFB= Suero fetal Bovino; DMAP= Dimetilaminopurina; DTT=
Ditiotreitol; SDS= Dodecil sulfato de sodio; RA= Reaccion acrosomal. ND= No
determinado.

2. 7 Tratamientos para la activacién del ovocito.

Existen diferencias entre especies en la habilidad de los ovocitos para
activarse después de la ICSI. En el raton (Kuretake et al., 1996), el humano (Tesarik
y Sousa, 1995) y el conejo (Keefer, 1989), la ICSI es suficiente para activar a los

ovocitos y lograr el desarrollo embrionario, mientras que en otras especies como los
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porcinos (Nakai et al., 2006) y los bovinos (Goto et al., 1996), es necesaria la
activacion artificial del ovocito. En ovocitos de ovinos, aparentemente, la activacion
es consecuencia del proceso de inyeccion (Catt y Rhodes, 1995), ya que el
porcentaje de activacion fue similar entre ICSI (43%) y falsa inyeccién (32%), pero
inferior en comparacion a la activacién que se logré con la FIV (62%) (Gomez et al.,
1998a), siendo la produccion de blastocitos, de 19, 8 y 0% para FIV, ICSI y falsa
inyeccion, respectivamente. Esto sugiere que es posible inducir mecanicamente, la
activacion en ovocitos de ovinos por el proceso de inyeccion, pero esta activacion es

inadecuada para producir blastocitos (Kharche y Birade, 2013).

Se han usado diferentes métodos para inducir la activacion de los ovocitos

tratados mediante ICSI, y a continuacion se describen los mas empleados.
2.7.1 Estimulo Eléctrico.

El estimulo eléctrico (EE) promueve el flujo de Ca?* del medio extracelular (Loi
et al., 1998; Shirazi et al., 2009b; Barbosa et al., 2013). Se ha demostrado que el EE
genera microporos temporales en la membrana celular de los gametos e induce la
afluencia de Ca** a través de los poros para activar el citoplasma mediante
mecanismos dependientes de Ca?* siempre y cuando exista un gradiente positivo de
Ca** extracelular (Loi et al., 1998). Cuando los ovocitos son expuestos a un solo EE,
se induce una elevacién transitoria del Ca* intracelular, los niveles de histona cinasa
bajan por poco tiempo, pero subsecuentemente retornan a concentraciones pre-

estimulo. Por lo tanto, la activacion de los ovocitos se debe realizar con multiples EE,
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o bien un EE seguido por 6- Dimetilaminopurina (6-DMAP), un inhibidor de la histona
cinasa que evita la activacion del FPM (Lee y Niwa, 2006), o la cicloheximida (CHX),
un inhibidor de la sintesis de proteinas (previene la sintesis de ciclina B), evitando la
elevacion de histona cinasa, la reacumulacion del FPM y FSC (Lee et al., 2003), lo
gue acelera la formacion de los PNs y permite un mejor desarrollo sincrénico de ellos
y el desarrollo de la mitosis en el cigoto (Loi et al., 1998; Jiménez-Macedo et al.,

2005; Tasripoo et al., 2012).

En ovinos se han aplicado EE (1.25 kV/cm por 80 pseg) en un medio con
manitol 3 M, MgSO,4 0.1 mM, CaCl,; 0.05 mM y ASB 4 mg/mL (Loi et al., 1998). En
bovinos se han aplicado EE como Unico tratamiento (0.8 kV/cm, 70 useg) 30-90
minutos antes de la ICSI, antes y después de la ICSI o so6lo después de la ICSI
(Hwang et al., 2000), o bien el tratamiento de EE (30 kV/cm por 15 useg), mas la
aplicacién de CHX 10 pg/mL a 38.5 °C en una atmésfera humidificada de 5% de CO,
por 5 horas (Tasripoo et al., 2012). En cerdas se ha aplicado un EE (1.5 kV/cm X 20
puseg) (Hwang et al., 2000; Nagashima et al., 2003; Nakai et al., 2006) solo o en
combinacion con 6-DMAP 2 mM (Tian et al., 2006; Cheng et al., 2009) o CHX 10
ug/mL (Lee et al., 2003), aplicando estos tratamientos inmediatamente después de la
ICSI, pero también se han aplicado antes de ésta (Hwang et al., 2000; Lee et al.,

2002; Nagashima et al., 2003).
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2.7.2 Etanol.

El etanol (EtOH) promueve un sélo aumento intracelular de Ca**, siendo este
mayor y de mas amplitud que el incremento observado en la fertilizacion. Estas
elevaciones de Ca®" son originadas por el flujo de entrada de Ca** desde el medio
extracelular y la movilizacion de este ion de depésitos intracelulares como es el REL
(Loi et al., 1998; Hosseini et al., 2008; Shirazi et al., 2009b; Barbosa et al., 2013). El
EtOH también activa a los ovocitos estimulando la formacion de IP3 en la membrana

plasmatica (Kharche y Birade, 2013; Korkmaz et al., 2013).

En ovocitos de ovino se ha aplicado EtOH al 7% por 7 minutos (Loi et al.,
1998), o la combinacién de este tratamiento con 6-DMAP 1.9 mM por 3 horas (Loi et
al., 1998), asi como EtOH al 7% por 4 minutos después de haberse aplicado
lonomicina (lo) 5 uM durante 4 minutos (Pereyra-Bonnet et al., 2011). En bovinos se
ha investigado la aplicacion de EtOH al 7% por 5 min, aplicandose 1, 2 o 4 horas
después de la ICSI (Emuta y Oriuchi, 2001; Fujinami et al., 2004; Oikawa et al., 2005;
Horiuchi, 2006); se ha aplicado este tratamiento después de tratar a los ovocitos con
lo 5 uM por 4 minutos (Bevacqua et al., 2010). En ovocitos de yegua se ha usado
EtOH al 1% por 5 minutos o 10 minutos (Li et al., 2000; Li et al., 2001), o en

combinacion con lo 10 uM por 10 minutos (Li et al., 2001).
2.7.3 lonomicina.

La lo en un antibiético poliéter producido por la bacteria Streptomyces

conglobatus, altamente especifica para el transporte de cationes bivalentes como es
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el Ca?* (Sigma, 2006). Induce pequefios aumentos repetitivos transitorios de Ca?*
durante varias horas, debido a la movilizacién de Ca?* de depésitos citoplasmaticos,
por lo tanto es menos citotéxico (Kharche y Birade, 2013), aunque también se
menciona que es debido al flujo de Ca*" extracelular (Loi et al., 1998; Barbosa et al.,
2013). La lo es un inhibidor de la histona cinasa y previene la reacumulacién del

FPM (Jiménez-Macedo et al., 2005; Shirazi et al., 2009b).

En ovocitos de ovino se ha usado lo sola en una concentracion de 5 uM por 4
0 5 minutos (Shirazi et al., 2009b; Catala et al., 2012), o incubando posteriormente
los ovocitos con 6-DMAP 1.9 mM por 3 horas (Pereyra-Bonnet et al., 2008; Shirazi et
al., 2009b; Pereyra-Bonnet et al., 2011; Shirazi et al., 2011), siendo similar el
tratamiento en ovocitos de cabra (Jiménez-Macedo et al., 2005). Se ha aplicado la
misma concentracién de lo en ovocitos de bovino, una (Chung et al., 2000; Ock et
al., 2003) o dos veces con intervalo de 3 horas (Bevacqua et al., 2010), o en
combinacion con 6-DMAP 1.9 mM por 3 horas (Li et al., 2004; Oikawa et al., 2005;
Lee y Niwa, 2006; Bevacqua et al., 2010). En yeguas se ha usado la lo en

concentraciones de 10 uM por 10 minutos (Li et al., 2000).
2.7.4 lonoforo de calcio.

El ion6foro de calcio (Ica) es un antibiotico poliéter pirrol producido por la
bacteria Streptomyces chartreusensis, y se liga especificamente a cationes
bivalentes, siendo altamente selectivo para el Ca®*, por lo que se usa para aumentar

sus niveles intracelulares (Sigma, 2006; Feitoza, 2015). El Ica produce un aumento
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Gnico de Ca?" intracelular desde el REL, que ocasiona la activacién de varias vias
proteoliticas, que conduce a la destruccion de la ciclina B, reduccion de la actividad
del FPM y la reanudacion de la meiosis (Hosseini et al 2008), aunque se reporta que
también promueve el flujo de Ca®* del medio extracelular (Loi et al., 1998; Barbosa et
al., 2013). Se recomienda que se aplique en combinacién con 6-DMAP que es un
inhibidor de la proteina cinasa, ya que un solo aumento de Ca*' intracelular no
impide que se sinteticen de nuevo proteinas incluyendo la ciclina B y se active el

FPM (Shirazi et al., 2009b).

La aplicaciéon de Ica se ha reportado en ovocitos de ovino en concentraciones
de 10, 25 0 50 uM por 10 minutos (Gémez et al., 1998b), mientras que en ovocitos de
cabra se ha usado la concentracion de 5 uM por 1 minuto (Keskintepe et al., 1997),
siendo diferente la concentracion que se usa en ovocitos de bovino que es de 5 a 50
UM por 5 0 10 minutos (Chen y Seidel, 1997; Katayose et al., 1999; Suttner et al.,
2000), también se ha aplicado este tratamiento en combinacion con CHX 5 uM por 5
horas (Suttner et al., 2000). Los ovocitos de cerda han sido activados con Ica 75 uM

por 5 minutos (Lee et al., 2003), solo 0 en combinacion con CHX (Lee et al., 2003).
2.7.5 6-Dimetilaminopurina.

La 6-DMAP inhibe la fosforilacibn de las proteinas (Barbosa et al., 2013,
Kharche y Birade, 2013), previniendo la activacion del FPM y FSC (Tian et al., 2006;
Shirazi et al., 2009b). Los efectos de la 6-DMAP en la estructura de la cromatina y

microtubulos durante la meiosis son mediados por la inhibicion de las proteinas
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cinasas y en consecuencia, la fosforilacion de proteinas (Korkmaz et al., 2013). La 6-
DMAP puede inhibir la extrusién del segundo cuerpo polar, debido a la inhibicion de
la fosforilacion necesaria para la organizacion del huso en ovocitos en metafase |l
(Tian et al., 2006; Hosseini et al 2008; Tasripoo et al., 2012), esto produce que el
huso de la segunda division meiética se desintegre y el ovocito entre directamente a
una interfase (con un unico PN diploide) (Tian et al., 2006). La 6-DMAP es un
inhibidor de la cinasa serina-treonina que acelera la formacion pronuclear,
permitiendo un mayor desarrollo sincronizado de los PNs y promoviendo la mitosis
(Jiménez-Macedo et al., 2005; Shirazi et al., 2009b). Se reportan concentraciones de
6-DMAP de 1.9 mM a 2.0 mM durante 3 a 4 horas para tratamientos en ovocitos de
vacas (Tasripoo et al., 2012; Barbosa et al., 2013), y ovejas (Shirazi et al., 2009b).
Cuando los ovocitos son activados e inmediatamente incubados con 6-DMAP, la
formacion de un segundo PN se suprime y casi todos los ovocitos madurados in vitro
tendran un solo PN (Loi et al., 1998), por lo tanto los ovocitos activados después de
la ICSI deben ser incubados durante 3 horas antes del tratamiento con 6-DMAP para

permitir la extrusién del segundo cuerpo polar (Jiménez-Macedo et al., 2006).
2.7.6 Cicloheximida.

La CHX es un inhibidor de la sintesis de proteinas, evitando la sintesis de
ciclinas (Shirazi et al., 2009b; Barbosa et al., 2013; Kharche y Birade, 2013). La CHX
inhibe la sintesis de un grupo de proteinas altamente labiles como el FSC, que
mantiene alta la actividad del FPM en ovocitos maduros, la CHX induce la activacion

del ovocito sin ocasionar una elevacién transitoria de Ca®', ya que al inhibirse la
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sintesis de nuevas proteinas hay degradacién de la ciclina B, y por lo tanto hay

inactivacién del FPM (Tian et al., 2006; Tasripoo et al., 2012).

En bovinos (Tasripoo et al., 2012; Barbosa et al., 2013), porcinos (Tian et al.,
2006) y equinos (Barbosa et al., 2013) la dosis que se usa de CHX es de 10 pg/mL,
aplicandose este tratamiento de 4 a 5 horas después de la activacion de los ovocitos,

para permitir la extrusion del segundo cuerpo polar.

La desventaja de usar los inhibidores de la proteina cinasa o inhibidores de
sintesis de proteina es que estos farmacos no inhiben especificamente la actividad
de una cinasa en patrticular o la sintesis de una proteina especifica que controle la
progresion del ciclo celular (Barbosa et al., 2013). Inhiben la actividad de varias
cinasas o la sintesis de varias proteinas que pueden estar involucradas en otras
funciones de la célula, lo que puede tener un efecto perjudicial sobre los eventos

celulares posteriores después de la activacion de los ovocitos.
2.7.7 Estroncio.

El Estroncio (Sr**) es un catién divalente que promueve oscilaciones
periddicas de Ca** libre similares a las que se observan en la fertilizacién (Bevacqua
et al., 2010; Kharche y Birade, 2013). El Sr** libera el Ca®" de almacenes
intracelulares, lo que promueve los pulsos de Ca** (Shirazi et al., 2009b; Barbosa et
al., 2013), que son inferiores en frecuencia y amplitud, pero de mayor duracion que

los observados durante la fertilizacion (Hosseini et al., 2008). En bovinos se reportan
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tratamientos de 10 mM por 30 minutos (Hosseini et al., 2008) o 20 mM por 5 horas

(Bevacqua et al., 2010; Barbosa et al., 2013).

2.7.8 Citocalasina B.

La Citocalasina B (CB), una micotoxina, despolimeriza los microfilamentos
corticales, inhibiendo la extrusion del segundo cuerpo polar. Los embriones
producidos por ICSI y activados con CB mas CHX o CB mas DMAP ocasiona la
formacion de dos PNf, por lo que si se quiere mantener una diploidia normal, la CB

no debe usarse para activar ovocitos fertilizados mediante ICSI (Tian et al., 2006).

Pero aln con estos tratamientos el porcentaje de blastocitos obtenidos
después de la ICSI y cultivados in vitro sigue siendo de alrededor del 20% y pueden
ser partenogenéticos, ya que pocos estudios evaltan el desarrollo de PNs, como se
observa en el Tabla 3, donde se ven los resultados de ovocitos de ovino sujetos a

ICSI y activados quimicamente.
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Tabla 3.- Resultados de ovocitos de ovino sujetos a ICSI y activados quimicamente.

Porcentaje
Autor/ afio Semen Tratamiento ovocitos Activacion  Desarrollo  Divisibn  Moérulas  Blastocitos
de PNs
Catala et al., DE 105 UM, 4 min. 44-48 38-43 77-79 ND 15-19
2012
Hosseini et al., DE 05 uM, 1 min. ND ND 69-76 ND 3-16
2012. Ovaocitos vitrificados/No vitrificados.
Pereyra-Bonnet DE lo 5 uM, 4 min, 3 h después 6-DMAP ND ND 74 36 13
etal., 2011. 1.9 mM, 3 h.
lo 5 uM con 6-DMAP 1.9 mM, 3 min. ND ND 94 34 18
[0 5 UM, 4 min, luego EtOH 7%, 4 ND ND 90 17 14
min.
Shirazi et al., FR lo5 uM con 1% SFB, 5 min, 3 h ND ND 78 ND 17
2011. después 6-DMAP 1.9 mM, 3 h.
DTT 2 M, 20 min. ND ND 31 ND ND
DTT 2 M, 20 min + lo 5 uM, 5 min, 3 ND ND 89 10 ND
h después 6-DMAP 1.9 mM, 3 h.
Shirazi et al., FR 05 uM con 3% SFB, 5 min. 88 56 81 ND 18
2009b.
[0 5 UM, 5 min, 3 h después 6-DMAP 79 45 85 ND 23
1.9 mM, 3 h.
Pereyra —Bonnet DE [0 5 UM, 4 min, 3 h después 6-DMAP ND ND 85 28 4
et al., 2008. 1.9 mM, 3 h.
Shin et al., 2005. DE No especifica ND ND 87 ND 17
Loi et al., 1998. DE EtOH 7%, 7 min. 94 ND ND ND ND
o5 uM, 5 min. 94 ND ND ND ND
o 5 uM con 6-DMAP 1.9 mM, 3 h. 89 ND ND ND ND
EtOH 7%, 7 min, mas 6-DMAP 1.9 92 ND ND ND ND
mM, 3 h.
GOmez et al., FR-DE Ica 10, 25 0 50 pM, 10 min. 92 ND ND ND ND
1998b.

DE= Semen descongelado; FR= Semen fresco; lo= lonomicina; DMAP= Dimetilaminopurina; DTT= Ditiotreitol; lca=

lono6foro de Calcio. EtOH= Etanol. SFB= Suero fetal bovino. ND= No determinado.



Existe una alta probabilidad que los blastocitos producidos por ICSI sean
partenogenéticos y no se desarrollen (Jiménez-Macedo et al.,, 2006; Shirazi et al.,
2009b). Ademas, esté claro que ninguno de los métodos experimentales actuales de
activacion de ovocitos es capaz de imitar el patrén de respuesta inducida por el
espermatozoide en ovocitos de mamiferos. La mayoria de los protocolos de
activacion artificial inducen un aumento monoténico en la concentraciéon de Ca**
intracelular en el ovocito y la inhibicién de la fosforilacion o sintesis de proteinas
(Hosseini et al., 2008), siendo los resultados inconsistentes al activar los ovocitos

entre las especies estudiadas (Rho et al., 1998; Chung et al., 2000; Galli et al. 2003;

Tasripoo et al., 2012).

Hay multiples factores que influyen en la eficiencia de la activacion de los
ovocitos, entre los que se encuentran los siguientes: concentracion de los agentes
guimicos, duracién entre la ICSI y activacion, medios de la activacion, intensidad del

EE, pos-tratamientos con CHX, DMAP o CB.

2.8 Nuevas formas de seleccidén espermética para realizar la ICSI.

En la reproduccion asistida, diferentes técnicas se han desarrollado para aislar
espermatozoides viables y moviles, asi tenemos las técnicas de swim-up (Lucio et
al., 2012), centrifugacion de gradientes de densidad (Jayaraman et al.,, 2012),
filtracion con fibra de vidrio (Sauer et al., 2012) y con sephadex (Hae-Lee et al.,
2009). Desafortunadamente, estas técnicas no son fisiolégicas por lo cual pueden ser

deficientes en la identificacion de los espermatozoides mas capaces para fertilizar.
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Por lo que se estan investigando nuevas formas de seleccién espermatica mas
fisiologicas, para obtener mejores resultados en la técnica de ICSI, y entre éstas se

encuentran las siguientes:
a) Acido hialurénico.

El CO esta formado por células y una matriz extracelular de AH polimerizado y
proteinas (Parmegiani et al., 2012). EI AH participa en la seleccién del
espermatozoide, debido a que solo aquéllos que han extruido sus receptores
especificos se unen a éste y son capaces de alcanzar al ovocito y fertilizarlo. EI AH
se utiliza in vitro para seleccionar fisiologicamente a espermatozoides, ya que se ha
demostrado que los espermatozoides que se unen a €l son aquéllos que han
completado la remodelacién de su membrana plasmatica, maduracion nuclear y
pérdida citoplasmica. En la actualidad existen dos sistemas de seleccion de
espermatozoides por medio de la unién al AH: a) Placas de cultivo de plastico, las
cuales contienen micropuntos de AH unidos a un gel en la parte inferior de la placa
(PICSI® Sperm Selection Device, Mid Atlantic Diagnostic-Origio, Malagv, Dinamarca).
b) Medio viscoso que contiene AH (Sperm Slow™, Medicult-Origio) (Parmegiani et
al., 2012). Se ha reportado que los espermatozoides que son capaces de unirse al
AH, tienen mejor morfologia y menor dafio en el ADN. La habilidad del
espermatozoide para unirse a éste esta basada principalmente en la actividad
enzimatica de la hialuronidasa que esta en la superficie de los espermatozoides

moviles, por lo que mas del 85% son capaces de unirse al AH (De-Yi, 2011).
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b) Uso de la zona pelucida.

La ZP junto con las células de la granulosa del CO tiene que ser penetrada por
los espermatozoides antes que se fusionen con el oolema (Parmegiani et al., 2012).
Estudios en humanos demostraron que los espermatozoides con morfologia normal
se unen a ella, y que mas del 92% de los que se unieron presentaron cromatina de
apariencia normal (De-Yi, 2011). En un estudio en el que se compararon los
resultados obtenidos mediante una ICSI convencional y otra, en donde los
espermatozoides inyectados previamente se habian unido a la ZP, se observé un
incremento en el porcentaje de embriones de alta calidad cuando espermatozoides
gue se unieron a la ZP fueron inyectados (70% vs. 83.3%, respectivamente) (Paes et
al., 2009). Reportandose ademas, un mayor porcentaje de implantacion cuando la
ICSI se realiz6 con espermatozoides que se habian unido a la ZP, en comparacion
con el método convencional (29% vs 17%, respectivamente) (Liu et al., 2011). A
partir de este trabajo, y de varias investigaciones mas, (De-Yi, 2011; Henkel, 2011;
Parmegiani et al., 2012), puede concluirse que a la ZP se unen espermatozoides
funcionalmente normales y de una calidad superior a los de la poblaciéon general de

la muestra.

c) La inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides morfolégicamente

seleccionados (IMSI).

En una ICSI convencional, el aumento O&ptico para seleccionar a los

espermatozoides es de 400X, y se ha demostrado que tiene poco valor predictivo,
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por lo que se ha desarrollado un método sin tincion en tiempo real y con alta
magnificacion de evaluacion de los espermatozoides (MSOME: espermatozoides
moviles, examen morfoldégico de organelos). Para realizar lo anterior se utiliza un
microscopio invertido, equipado con una alta potencia Optica de Nomarski para
mejorar la imagen y lograr un aumento de hasta 6300X (Parmegiani et al., 2012).
Mediante la MSOME el estado morfolégico del acrosoma, la lamina post-acrosomal,
el cuello, las mitocondrias, el flagelo y la forma del nlcleo espermatico son
examinados, asi como la presencia y tamafio de vacuolas, que indican un
empaquetamiento anormal de la cromatina. La combinacién de MSOME e ICSI ha
sido llamado inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide seleccionado
morfologicamente (IMSI) (Henkel, 2011). La desventaja de este método es el tiempo
gue se requiere para realizar esta técnica (60-120 min), asi como el alto costo del

equipo (Henkel, 2011; Parmegiani et al., 2012).

d) Birrefringencia de la cabeza del espermatozoide.

Una nueva herramienta para la seleccion de los espermatozoides para ICSI es
la aplicacion de la microscopia de polarizacién. Este método se basa en la
caracteristica de birrefringencia de los espermatozoides. En el nucleo de los
espermatozoides maduros, hay una alta birrefringencia intrinseca asociada con
filamentos de nucleoproteinas que estan orientados tranversal y longitudinalmente.
La birrefringencia localizada en la regidon post-acrosomal indica que ya se ha
producido la RA, la ICSI con espermatozoides con RA, parece favorecer el desarrollo

de embriones viable (Parmegiani et al., 2012).
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I1l. JUSTIFICACION.

En ovinos, la ICSI es de gran valor en la investigacion para estudiar aspectos
fundamentales en investigacion basica, obtener animales con caracteristicas

genéticas deseadas y producir animales transgénicos.

En ovinos se ha demostrado que los embriones obtenidos mediante ICSI son
potencialmente viables, pero tienen una baja capacidad para desarrollarse in vitro en
comparacion con los embriones producidos por FIV, reportandose un mayor
porcentaje de gestacion cuando se transfieren embriones producidos por FIV que los

obtenidos por ICSI.

Se considera que lo anterior es debido principalmente a la falla en la formacion
del PNm y a la falta de activacion del ovocito, por lo que se han aplicado diversos
tratamientos, tanto a los espermatozoides como a los ovocitos, pero aun asi, el

porcentaje de blastocitos desarrollados in vitro, sigue siendo bajo.

Al activar los ovocitos, los resultados son inconsistentes con una alta
probabilidad de que los ovocitos sujetos a la ICSI y activados artificialmente
produzcan embriones partenogenéticos, de ahi la importancia de evaluar el

desarrollo de los PNs cuando se activan los ovocitos después de la ICSI.

Actualmente se estan utilizando otros parametros fisiol6gicos para seleccionar
a los espermatozoides que se usan en la ICSI, ya que en la técnica convencional se
selecciona al espermatozoide basandose Unicamente en su movilidad y morfologia,

sin conocer si éste es competente para inyectarlo en el ovocito.
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La técnica de seleccion espermética con ZP muestra varias ventajas, ya que
no es invasiva, es segura, altamente selectiva, de facil realizacion y econémica, por
lo que se estd investigando y usando ampliamente en la reproduccion humana; sin

embargo en el ovino existe poca informacion.

Debido a lo anterior es necesario usar nuevas técnicas para seleccionar a los
espermatozoides que se van a usar en la ICSI en ovocitos de ovino, como es el
empleo de la ZP, siendo importante determinar el porcentaje de fertilizacion mediante

el desarrollo de los PNs.
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IV. HIPOTESIS GENERAL.

La seleccion de espermatozoides que se unen a la ZP inyectados a ovocitos
activados quimicamente después de la ICSI, originard un mayor porcentaje de

desarrollo de PNs, que los espermatozoides que no se unieron a la ZP e inyectados

en ovocitos sin activacion quimica.
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V. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el porcentaje de fertilizacion mediante el desarrollo de PNs en
ovocitos de ovino sujetos a ICSI y activados quimicamente usando espermatozoides

unidos previamente a la ZP.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES.

Determinar el porcentaje de activacion en ovocitos de ovino madurados in
vitro, identificada mediante la formacién del PNf, expuestos a: solamente manejo,

ICSI, falsa inyeccién o activacion quimica (EtOH, Ica o lo).

Determinar el estado acrosomal y la viabilidad de espermatozoides en semen
fresco y descongelado después de realizar técnica de “swim-up” o “swim-up” mas la

unién a la ZP.

Determinar el porcentaje de fertilizacion evaluada mediante la presencia del
PNm y PNf en ovocitos activados quimicamente con ET después de la ICSI,
realizada con espermatozoides frescos o descongelados que fueron seleccionados

mediante “swim-up” o “swim-up” mas la union a la ZP.
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Para esta investigacion se plantearon tres experimentos:

El experimento 1 fue realizado para determinar el porcentaje de activacion del
ovocito, evaluada mediante la formaciéon del PNf en ovocitos de ovino madurados in

vitro y activados por via mecanica (manejo, ICSI o falsa inyeccion), o quimica (EtOH,

Ica, o l0).

Experimento 1. Determinar el porcentaje de pronucleos femeninos en ovocitos
de ovino, activados por via mecéanica o quimica.
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El experimento 2 fue desarrollado para determinar el estado acrosomal y la
viabilidad de los espermatozoides de semen fresco o descongelado, recuperados
mediante la técnica de “swim-up” o “swim-up m&s su union a la ZP, evaluada
mediante la tinciébn de Isotiocianato de fluoresceina con aglutinina de cacahuate

(FITC-PNA) e loduro de propidio (IP).

Experimento 2. Determinar el estado acrosomal y viabilidad de
espermatozoides, recuperados por la técnica de “swim-up” o “swim-up” mas zona

pelucida.
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El experimento 3 se efectud para determinar el porcentaje de activacion y de
fertilizacion evaluada mediante la observacion del PNf y PNm, sin la presencia de la
cabeza espermética, después de la ICSI ya sea con espermatozoides de semen
fresco o descongelado, seleccionados mediante “swim-up” o “swim-up” mas ZP, y
una vez realizada la ICSI, los ovocitos activados quimicamente con EtOH al 7% por 5

min.

Experimento 3. Determinar el porcentaje de activacion y fertilizacion en

ovocitos de ovino, evaluada mediante la observacion de pronucleos.
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VIII MATERIALES Y METODOS.

Todos los reactivos utilizados fueron de la marca Sigma (Sigma Chemical
Company, ST Louis, MO EUA), a excepcién de los medios de maduracion y cultivo

embrionario que se prepararon en un laboratorio comercial (In Vitro, México).

Todas las técnicas se llevaron a cabo en estrictas condiciones de esterilidad
en una campana de flujo laminar (Veco, México), las soluciones se esterilizaron
mediante filtracion con membranas de 0.22 pm (Millipore, México). Todos los
procesos de incubacién se realizaron en una incubadora (NUAIRE, EUA) a 38.5 °C
en una atmosfera con 5% de CO,, 95% de aire y humedad a saturacién. Los
procedimientos de maduracion in vitro (MIV), FIV e ICSI se realizaron en medios

cubiertos con aceite mineral (Fisher Scientific, EUA).

Una vez preparados, los medios de cultivo se conservaron a 4 °C, durante no
mas de 3 semanas, siendo suplementados 24 o0 48 h antes de su uso e incubados en

las condiciones antes mencionadas.
8.1 Coleccion y maduracién de ovocitos in vitro.

Se obtuvieron ovarios de ovejas recién sacrificadas en el rastro “El Rojo”
ubicado en un poblacion, del Estado de México, colocandolos inmediatamente en
una solucién salina que contenia NaCl 0.157 M, 10,000 Ul/mL de ampicilina, 10,000
png/mL de estreptomicina y 25 pg/mL de amfotericina (In Vitro S.A., México) y se
transportaron al Laboratorio “Manejo de la Reproduccién” de la UAM-X, en menos de

2 h de su recuperacion. Los ovarios se lavaron tres veces con la solucién antes
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mencionada (Figura 1). Posteriormente se realiz6 la puncion de los foliculos ovaricos
de 2 a 8 mm de didmetro, aspirando el fluido folicular (Gémez et al., 1998c), usando
una jeringa estéril de 10 mL con una aguja hipodérmica de calibre 18, que contenia 1
mL de medio modificado Tyrode suplementado con lactato de sodio 10 mM, N-2-
hidroxietilpiperazina-acido etanolsulfonico (HEPES) 0.50 mM vy alcohol polivinilico
(PVA) al 0.1% (TL-HEPES-PVA) a un pH de 7.3 a 7.4, con 200 Ul/mL de heparina

(PISA, México) (Fernandez et al., 2012) (Figura 2).

Figura 1. Ovarios de ovinos, en solucion salina con antibiéticos.

Figura 2. Puncion de foliculos ovéricos de ovino de 2 a 8 mm de diametro.
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Obtenido el liquido folicular, y con la ayuda de un microscopio estereoscépico
(SMZ745T, Nikon, Japon), se realiz6 la busqueda de los complejos ovocito-células
del camulo (COC), seleccionandose aquellos ovocitos que presentaran un citoplasma
uniforme, rodeado de por lo menos 4 capas de células del CO (Figura 3). Los COC
seleccionados se lavaron tres veces en gotas de 500 pL de medio de cultivo de
tejidos 199 (TCM-199) con sales de Earle, y bicarbonato de sodio 26.2 mM (In Vitro,
México), suplementado con PVA 0.1%, D-glucosa 3.05 mM, piruvato de sodio 0.91
mM, cisteina 0.57 mM y factor de crecimiento epidérmico (EGF) 10 ng/mL (Ducolomb

et al., 2009).

Figura 3.- COC de ovino recién colectados. Microscopio con campo claro (100X).

Para la maduracion se usaron cajas estériles de 4 pozos (Thermo-Scientific
Nunc, Rochester NY), colocando de 20 a 30 COC en cada pozo con 500 pL de medio
de maduracion TCM-199 mas la adicion de hormona foliculo estimulante (FSH) 0.5

pug/mL, hormona luteinizante (LH) 0.5 pug/mL, y suero fetal bovino (SFB) 10% (v/v)
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(US 1520 In Vitro, México) para su posterior incubacion durante 24 h (Catala et al.,

2012).

8.2 Evaluacién de la maduracién in vitro.

Una vez transcurrido el tiempo de maduracion de los COC se eliminaron los
CO (Figura 4), colocandolos en una gota de 500 puL de TCM 199-HEPES (TCM 199-
H) con 300 Ul de hialuronidasa (Testiculo de bovino, Tipo I-S), durante 3 min;
posteriormente se lavaron tres veces en medio TCM 199-H (GOmez et al., 1997).
Para determinar la maduracién, se colocaron de 20 a 30 ovocitos en gotas de 250 L
de medio TCM 199-H, y con la ayuda de un microscopio estereoscopico (SMZ745T,
Nikon, Japon) se busco el primer cuerpo polar (CP) (Figura 5). Los ovocitos con
primer CP se depositaron en gotas de 100 puL de medio Tris—Buffer modificado
(mTBM) compuesto por NaCl 13.1 mM, KCI 3 mM, CaCl,2H,0 7.5 mM, Tris 20 mM,
glucosa 11 mM y piruvato de sodio 5 mM, suplementado con ASB fracciéon V 0.4% y
benzoato de cafeina 2.5 mM, y se incubaron entre 1 y 4 h, mientras se realizaban los

tratamientos.
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Figura 4.-COC de ovino madurados in vitro durante 24 h. Microscopio de campo claro
(100X).

Figura 5.- Ovocitos desnudados de ovino madurados in vitro. CP: cuerpo polar.
Microscopio de campo claro (200X).

8.3 Activacion de los ovocitos.

De los ovocitos madurados in vitro, desnudados y con el primer CP se
formaron dos grupos: Grupo de activacion mecénica con uno de los siguientes
tratamientos: 1) Control, solo manejo de los ovocitos, como si fuera a realizarse la
ICSI, pero sin inyeccion. 2) ICSI, que se realiz6 con semen descongelado. 3) Falsa
inyeccién, que es la inyeccion del ovocito, pero sin introducir el espermatozoide. Y
grupo de activacion quimica, a través de alguno de los siguientes tratamientos: 1)
EtOH 7%, 5 min; 2) Ica 50 pM, 10 min; 3) lo 5 pM, 5 min. Una vez realizada la
activacion de los ovocitos, estos se colocaron en 200 yuL de mTBM, incubandose

durante 18 h.
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8.4 Evaluacion de la formacién de prondcleos.

Después de la incubacién, los ovocitos fueron tefiidos con 10 pg/mL de
bisbenzimida (Hoechst 33258) (1 mg/mL) disuelto en EtOH frio por 15 min y
protegidos de la luz. Finalmente, los ovocitos se colocaron sobre un portaobjetos
dentro de una microgota de PBS-glicerina (1:9) (Shirazi et al., 2011). Se procedi6 a
evaluar las células, mediante un microscopio de fluorescencia (Eclipse E600, Nikon,
Japon) con filtro UV-1A a 365 nm y a 200X aumentos. Se consideraron ovocitos no
activados, aquellos que estaban en metafase Il, y ovocitos activados cuando

presentaban un PNf.
8.5 Obtencion y congelacién de semen.

La obtencion y evaluacion de semen se realiz6 segun lo reportado por
Jafaroghli et al., (2011), obteniéndose los eyaculados con vagina artificial de un
semental adulto con fertilidad probada. Las muestras se transportaron al laboratorio
en un termo a 37.5 °C, en un tiempo no superior a 20 min después de la obtencién.
Las muestras fueron colocadas en un bafio de agua a 37.5 °C, evaluandose las
siguientes caracteristicas: volumen, la movilidad progresiva se analizé mediante una
gota de cada muestra, que se depositdo en un portaobjetos, al que se le colocéd un
cubreobjetos para su analisis con un objetivo de 10X de un microscopio triocular de
campo claro (Carl Zeiss, EUA) con una platina a 37.5 °C, la concentracién fue

calculada utilizando una camara de Neubauer, previa dilucion de 1:200 en una pipeta
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de Thoma, con un objetivo de 40X. La viabilidad y morfologia fueron determinadas

mediante un frotis de espermatozoides con una tincion de eosina-nigrosina (1:1).

La congelacién de los espermatozoides se llevé a cabo segun lo descrito por
Miclea et al., (2011), usando un diluyente comercial (Triladyl, Minitibe, Alemania),
gque se diluyé a 1:1:3 de Triladyl, yema de huevo y agua bidestilada,
respectivamente. La cantidad de diluyente que se adicion6 al tubo que contenia el
eyaculado fue para obtener una concentracion final de 100 X 10°
espermatozoides/mL. Posteriormente el semen diluido se enfrié lentamente durante 2
h hasta llegar a 5 °C, manteniéndose a esta temperatura durante 2 h, para luego
envasarlo en pajillas de 0.5 mL, las cuales se expusieron a vapores de nitrégeno
liqguido por 13 min a una distancia de 6 cm de la superficie, después las pajillas
fueron colocadas en bastones y sumergidas en el nitrégeno liquido. El tiempo de
almacenamiento fue de dos semanas. Por cada experimento se usaron dos pajillas

de semen congelado, descongelandose a 37.5 °C por 45 seg (Gémez et al 1997).
8.6 Preparacion de los espermatozoides.

En el fondo de un tubo de 15 mL se colocaron 100 pL de semen fresco o
semen descongelado y se agregaron lentamente sobre las paredes del tubo 2 mL de
TCM 199-H suplementado con 3 mg/mL de ASB (TCM-199-H-ASB); para realizar la
técnica de “swim-up” el tubo se colocéd con una inclinacién de 45°y se incubé por 1 h.
Después de transcurrido ese tiempo se recuperaron 500 pL de la parte superior de la

suspension, adicionando 3 mL de TCM-199-H-ASB para después centrifugar a 200 x
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g por 10 min (Shirazi et al., 2011; Paramio e lzquierdo, 2014), el paquete celular se
resuspendi® en TCM 199-H hasta dar una concentracién final de 1 X 10°
espermatozoides/mL. De la suspension anterior se tomaron las muestras para
realizar las evaluaciones de los espermatozoides con respecto a su estado
acrosomal y su viabilidad una vez realizadas las pruebas de “swim-up” y la unién de

los espermatozoides a la ZP, asi como para realizar la ICSI.
8.7 Union de los espermatozoides a la Zona Pelucida.

Para seleccionar los espermatozoides mas aptos para la fertilizacion se
usaron en cada experimento, 4 ovocitos en metafase Il, colocandolos en gotas de
400 pL de medio TCM+H suplementado con 10% de SFB y gentamicina al 1%,
adicionando 100 pL de la suspension de espermatozoides previamente procesados,
e incubandose por 1 h. Después de la incubacioén los ovocitos fueron transferidos a
una gota de 300 uL de medio TCM+H y lavados por aspiraciones repetidas con una
pipeta de vidrio de un didmetro aproximado de 250 pm para quitar los
espermatozoides que no se unieron a la ZP. Los ovocitos con los espermatozoides
fuertemente unidos a la ZP fueron depositados en una gota de 20 pL del mismo
medio cubierto con aceite mineral. Todos los espermatozoides unidos a la ZP se
removieron por aspiracion repetida de los ovocitos a través de una fina pipeta de
vidrio de didmetro interno aproximadamente de 140 um, los cuales se usaron para

llevar a cabo la ICSI (Black et al., 2010; Liu et al., 2011).
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8.8 Estado acrosomal y viabilidad de los espermatozoides que se procesaron

mediante “swim-up” o “swim-up” mas su union a la Zona Pelucida.

Para determinar el estado funcional de los espermatozoides, se utilizo la doble
tinciéon de FITC-PNA (Sigma, L7381) e IP (Sigma P4170) (Ortgies et al., 2012; Varesi
et al., 2013), para lo cual se obtuvieron 100 pL de cada muestra, adicionandole 5 pL
de FITC-PNA y 5 pL de IP, dejandose incubar a 38.5 °C, por 5 min. De esta
suspension se tomaron 10 pL y se afiadieron 10 puL de paraformaldehido al 1.6%
para realizar el frotis, que se observd con un microscopio de fluorescencia (Eclipse
E600, Nikon, Japén) a un aumento de 1000X. El estado funcional de los
espermatozoides se clasifico de acuerdo a los siguientes patrones de tincién: (Figura

6).

1. Espermatozoides vivos con acrosoma intacto: células espermaticas con
tincibn de FITC-PNA a nivel acrosomal (verde), sin tincién de IP a nivel post-

acrosomal.

2. Espermatozoides vivos con RA: células espermaticas sin tincion acrosomal

(FITC-PNA) y sin IP.

3. Espermatozoides muertos con acrosoma intacto: células espermaticas con

tincion de FITC-PNA a nivel acrosomal (verde), y con tincién nuclear (IP) (rojo).

4. Espermatozoides muertos con RA: células espermaticas sin tincibn acrosomal

(FITC-PNA) y con tincién nuclear (IP) (rojo).
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Foto 6. Evaluacion con microscopia de fluorescencia de espermatozoides tefiidos
con FITC-PNA/IP. A) Espermatozoide muerto con acrosoma intacto. B)
Espermatozoide muerto con RA. Aumento a 1000X.

8.9 Técnica de la ICSI.

La micromanipulacion se llevé a cabo con dos manipuladores de control
grueso impulsados por motor (MO-188NE Narishige, Japo6n) y dos

micromanipuladores hidraulicos (MO-188NF, Narishige, Japén).

La elaboracion de las micropipetas se realiz6 con capilares de vidrio de
borosilicato (Sutter, Instrument, CA, EUA). Para elaborar las micropipetas de sujecion
se utilizaron capilares de un didmetro externo de 1 mm y didmetro interno de 0.58
mm; para las micropipetas de inyeccion fueron capilares con diametro externo de 1
mm y diametro interno de 0.78 mm (Gomez et al., 1997). Las micropipetas de
inyeccion y sujecién fueron hechas usando un “Puller” (Modelo P 97; Sutter
Instruments, CA, EUA), una microforja (MF-900; Narishige Co., Japon) y un aparato

para realizar el biselado de la micropipeta de inyeccién (Micropipette Beveler BV-10
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Sutter Instruments, CA, EUA). Las micropipetas de sujecién tenian un didmetro
externo de 150-200 pm e interno de 30-80 um, mientras que las de inyeccion
presentaban un didmetro externo de 10-15 pm y un didmetro interno de 8-10 pum,
teniendo ambas micropipetas en la punta un angulo de 30°, para facilitar la

manipulacién de los gametos (Gomez et al., 1998a).

Para realizar la microinyeccion se prepar0 una caja de Petri de 6 cm de
didmetro conteniendo una gota de 10 pL de medio TCM-199-H, suplementado con
SFB 2% y gentamicina 1% con cinco ovocitos madurados y desnudados, y una gota
de 2 uL de la suspensién de espermatozoides con PVP al 5%, incubandose hasta el

momento de la inyeccion (Gomez et al., 1998a, 1998b).

La microinyeccién se realizé con base en lo reportado por Gomez et al., (1997,
1998a, 1998b), usando un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE200, Japén) a
200X de aumento, la micropipeta de inyeccion se llevé dentro de la solucion de PVP
con espermatozoides y se inmovilizd un espermatozoide (basandose en la
morfologia y movilidad) para la ICSI. La inmovilizacibn se produjo golpeando el
flagelo hacia abajo con la micropipeta de inyeccién, aspirando el espermatozoide por
la cola. Ambas micropipetas se movieron hacia la gota que contenia los ovocitos.
Cada ovocito fue inmovilizado mediante una presion negativa a través de la
micropipeta de sujecién, con el primer CP en la posicién de las 6 o las 12 h del reloj.
A continuacién, en la posicién de las 3 h del reloj, la micropipeta de inyeccion se
insertd en el citoplasma con el espermatozoide en la punta, a fin de facilitar la

activacion del ovocito y confirmar que se rompi6 el oolema; se aspiré una pequefia
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cantidad de citoplasma con la micropipeta de inyeccién e inmediatamente se inyecto
otra vez el citoplasma junto con el espermatozoide dentro del ovocito (Figura 7). La
micropipeta de inyeccion se retird y el ovocito se liberd de la micropipeta de sostén.
Los ovocitos inyectados se lavaron tres veces en medio mTBM. Un grupo de ovocitos
fue incubado durante 18 h, mientras que otro grupo recibié una activacién quimica.
De 10 a 20 ovocitos que fueron activados quimicamente después de la ICSI se
colocaron en gotas de 100 uL de TCM 199-H con EtOH al 7% durante 5 min (Baker)
a temperatura ambiente (Vallejo et al., 2003). Una vez realizada la activacién, los
ovocitos se lavaron tres veces con medio de TBM, para luego colocar de 10-20

ovocitos en gotas de 200 uL del mismo medio e incubarlos por 18 h.

Figura 7. Realizacion de ICSI en ovocitos de ovino. Microscopio invertido con
contraste de fases, aumento 200X.

8.10 Activacion y fertilizacion determinada mediante pronucleos.

Después de 18 h de la ICSI, los dos grupos de ovocitos fueron tefiidos con 10
pug/mL de bisbenzimida y evaluados, siguiendo el mismo procedimiento que se

describié para determinar la activacion de los ovocitos, determinandose los

58



siguientes estadios (Figura 8) (Gomez et al., 1998c; Shirazi et al., 2011; Catala et al.,

2012):

1. Ovocitos no activados: ovocitos en metafase Il y sin descondensacion de la

cabeza espermatica.

2. Ovocitos activados: ovocitos con formacion de PNf y sin descondensacion de

la cabeza espermatica.

3. Ovocitos fertilizados: ovocitos con PNf + PNm y ausencia de la cabeza

espermatica.

Figura 8. Ovocitos de ovino fertilizados mediante ICSI, usando espermatozoides de
semen fresco, unidos a la zona pelucida. Los ovocitos se activaron con EtOH al 7% 5
min, se tifieron con bisbenzimida y se evaluaron con microscopia de fluorescencia.
200X. PNs: pronucleos. CPs: cuerpos polares.

8.11 Anélisis estadistico.

Para comparar los resultados de las variables activacion de ovocitos (4 a 20
repeticiones), estado acrosomal y viabilidad de los espermatozoides, frescos vs

congelados (11 a 19 repeticiones) y proporcién de fertilizacion (5 a 6 repeticiones), se
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uso la prueba de dos proporciones con ajuste de probabilidad de Bonferroni (Wayne
y Chad, 2013), considerando diferencias significativas entre los grupos cuando

P<0.05.
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IX. RESULTADOS.

Experimento 1: Determinacion de la activacion mecanica y quimica del ovocito.

Los tres grupos de ovocitos que se activaron mecanicamente (s6lo manejo,
ICSI y falsa inyeccidon) tuvieron menor proporcion de PNs (13, 25 y 32%,
respectivamente), con respecto a los ovocitos activados quimicamente (EtOH, Ica y
lo con 54, 47 y 42%, respectivamente), observandose una diferencia significativa (P<
0.05). Se determiné una proporcion similar de PNs en los ovocitos activados
guimicamente (P> 0.05), lo que indica que cualquiera de estos agentes tuvo la
capacidad de inducir la activacion de los ovocitos de ovino. En la activacion entre el
grupo de ovocitos con ICSI y el de falsa inyeccion no se encontré una diferencia
significativa (P< 0.05), lo que demuestra que fue el procedimiento y no el

espermatozoide lo que activo al ovocito (Tabla 4).

Con base en los resultados obtenidos con la activacion quimica de los
ovocitos, los ovocitos sujetos a ICSI en el experimento 3 para determinar el
porcentaje de activacion y la formacién de los PNs, los ovocitos se activaron con

EtOH al 7% por 5 min.

Experimento 2: Determinacién del estado acrosomal y vabilidad de los
espermatozoides.

La proporcion de espermatozoides con RA fue mayor, tanto en semen fresco
como en semen descongelado, cuando la seleccion se realizé con ZP (91% y 86%,
respectivamente), en comparacion con los obtenidos mediante “swim-up” (59% y

77%, respectivamente), mostrando una diferencia significativa (P< 0.05). (Tabla 5).
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Estos resultados indican que, si se realiza la ICSI con espermatozoides
seleccionados mediante ZP, la probabilidad de inyectar aquellos con RA es muy alta
independientemente de la viabilidad y estado del espermatozoide (fresco o

descongelado).

Tabla 4.- Diferentes procedimientos de activacion en ovocitos de ovinos madurados
in vitro.

Activacién mecanica Activacion quimica
Solo ICS| _ Falsa EtOH Ica lo
manejo inyeccion

N 13 17 10 20 19 4

n 151 200 78 393 350 78
Ovocitos

activados 20 49 25 211 164 33

%=+DE 13+1.6°  25+0.5% 32+3.4° 54+1.3° 47+¢1.3°  42+5.0°

EtOH: 7% de etanol, 5 min. Ica: londforo de calcio 50 uM, 10 min. lo: lonomicina 5
UM, 5 min. N: nmero de repeticiones. n: numero de ovocitos examinados. Ovocitos
activados: ovocitos con PN femenino. %+DE: porcentaje + desviacion estandar.
Valores con literales distintas indican diferencia significativa (P<0.05).

Independientemente del estado acrosomal de los espermatozoides, se
determind un mayor porcentaje de vivos en semen fresco seleccionados mediante la
técnica de “swim-up” (72%), en comparacion a los seleccionados con ZP (63%). Este
resultado fue inverso cuando se us6 semen descongelado en donde la viabilidad fue
mayor cuando se seleccionaron los espermatozoides con la ZP, en comparacion con

el “swim-up” (79% vs 63%, respectivamente).
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Tabla 5.- Estado acrosomal y viabilidad de espermatozoides de ovino provenientes de semen fresco y
descongelado, seleccionados por “swim-up” o “swim-up” mas ZP de ovocitos de ovino.

Semen fresco (%)

EV/R EM/R EV/SR

Semen descongelado (%)

EV/R EM/R EV/SR EM/SR

Su N= 12 528 179 340 N=14 718 373 175 144
n= 1194 n= 1410
X+SD 44+1.8% 15+0.8% 28+8.3% 51+0.9% 26+0.9% 12+0.3% 10+0.5%1
SU+ZP N=11 648 347 40 N= 19 922 237 143 48
n= 1100 n= 1350
X+SD 59+0.9° 32+1.1° 4+0.3° 6+0.2° 68+1.8° 18+0.9° 11+0.52 4+0.2°

SU: “swim-up”. ZP: Zona pellcida. EV/R= espermatozoides vivos con reaccion acrosomal. EM/R= espermatozoides
muertos con reaccion acrosomal. EV/SR: espermatozoides vivos sin reaccion acrosomal. EM/SR: espermatozoides
muertos sin reaccion acrosomal. N: nimero de repeticiones. n: nimero de espermatozoides examinados. X+SD:
promedio + desviacidén estandar.

Diferentes literales en las columnas indican diferencia significativa (P< 0.05).

'Entre las variables correspondientes de semen fresco con respecto a semen descongelado se observé una
diferencia significativa (P< 0.05), a excepcion de la EM/SR seleccionados por “swim-up” (P> 0.05).
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Experimento 3: Determinacién de la activacion y el desarrollo de los
pronucleos.

Se determiné que el porcentaje de ovocitos activados fue mayor (25%-61%)
que el porcentaje de fertilizados (presencia de dos PNs sin presencia de la cabeza
espermatica) (4%-28%), lo que indica que aun cuando los ovocitos estan activados
no se lleva a cabo la descondensacién de la cabeza espermatica. Se observo un
incremento en el porcentaje de fertilizacion, entre el grupo de ovocitos activados con
ET con relacion a los ovocitos activados mecanicamente, existiendo una diferencia
significativa (P< 0.05), excepto en el caso de los espermatozoides descongelados y
unidos a ZP, aunque la tendencia de incremento en ellos fue clara (4% vs 12%,
respectivamente). La frecuencia de la fertilizacion fue mayor cuando se usé semen
fresco, independientemente de que los espermatozoides hayan sido seleccionados
por medio de “swim-up” o “swim-up” mas ZP (28% y 25%, respectivamente), en
comparacion a la fertilizacion obtenida con semen descongelado (13% y 12%,

respectivamente), observandose una diferencia significativa (P< 0.05) (Tabla 6).
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Tabla 6. Efecto de la activacion del ovocito, tipo de semen y técnica de seleccién
espermatica sobre el porcentaje de fertilizacion realizada mediante ICSI.

Tipo de Semen Semen fresco Semen descongelado
semen. descongelado
Tratamiento a Activacion Activacion quimica con EtOH al 7%
los ovocitos. mecanica
Tratamiento “Swim-up” “Swim-up” “Swim-up”  “Swim-up”  “Swim-up”
espermatico. mas zona mas zona
pellcida pellcida
N 17 5 6 5 5
n 200 123 73 70 51
No. de 49 75 36 40 31
ovocitos
activados.
%z DE 25+2.7 61+1.3 49+1.6 57+3.2 61+6.3
No. de 8 35 18 9 6
ovocitos
fertilizados.
%+ DE 4+0.2 28+1.7* 25+1.7* 13+£1.2**  12+0.94

N: nimero de repeticiones. n: nimero de ovocitos examinados. %+SD: porcentaje *
desviacion estandar. Ovocitos activados: formacion de PN femenino y cabeza
espermatica no descondensada. Ovocito fertilizado: PN femenino y PN masculino sin
espermatozoide.
* Indica diferencia significativa con respecto a los ovocitos activados mecanicamente
&P<0.05).

Indica diferencia significativa con respecto a semen fresco (P<0.05).
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X. DISCUSION.

La activacion quimica de los ovocitos es un tema de actualidad, debido a su
aplicacion en diversos campos de la investigacion como la ICSI, la clonacién de
células somaticas y la clonacion por transferencia nuclear, sin embargo no se ha
desarrollado un método general de activacion para todas las especies, porque el

proceso es altamente especifico para cada una de éstas (Kharche y Birade, 2013).

Debido a los bajos porcentajes de activacion del ovocito, formacion de PNs y
descondesacion esperméatica después de la ICSI en ovinos, se considera esencial
investigar acerca del mejor procedimiento para lograr la activacion quimica. La
activacién implica el aumento de Ca?* citosélico libre, que causa la degradacién del
FPM, el cual es esencial para la reanudacion de la segunda division meiotica y la
formacion de ambos PNs (Tasripoo et al., 2012; Kharche y Birade, 2013). Entre los
activadores quimicos mas usados se encuentra el EtOH, que activa a los ovocitos
mediante la formacion de IP3 en la membrana plasmaética y la union a sus receptores
en la membrana del REL para la liberacién de Ca**, asi como la afluencia de Ca?*
extracelular. Otros activadores quimicos que se usan son el Ica y la lo, que inducen
la liberacién de Ca** intracelular, ocasionado por la activacién de varias vias
proteoliticas dependientes de Ca®', que conduce a la destruccién de la ciclina B,
reduciendo la actividad del FPM (Hosseini et al 2008; Shirazi et al., 2009a; Kharche y

Birade, 2013).

En el experimento 1 de este estudio, al evaluar las activaciones mecanicas y

guimicas del ovocito, se demostré que la activacion quimica por EtOH, Ica, o lo,
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induce una mayor formacion del PNf que la producida por: el manejo, ICSI o falsa
inyeccion. El porcentaje de activaciéon con EtOH fue de 54%, que es lo a similar a lo
reportado por Shirazi et al., (2009a) quienes al estudiar el efecto del tiempo de
maduracién de los ovocitos de ovino sobre el desarrollo partenogenético reportaron
un 50% de divisiébn embrionaria en ovocitos madurados por 22 horas, que aumenté a
74% cuando la maduracion fue de 27 horas, posiblemente debido a una disminucion

de la actividad del FPM, o a una mayor maduracion citoplasmética.

En otras especies domésticas el tratamiento de los ovocitos con EtOH produjo
un menor porcentaje de activacion. Wang et al., (2008) al trabajar con ovocitos de
vacas reportaron 42% de formacion de PNs, mientras que Yi y Park (2005), tratando
ovocitos de cerda con EtOH a diferentes tiempos (5, 8 y 10 min) observaron un

aumento de activacion (24, 29 y 34% respectivamente).

Lo anterior indica que el EtOH por si mismo es un buen inductor de la
activacion, aunque se ha tratado de asociar con otras moléculas involucradas en el
reinicio de la meiosis como 6-DMAP y CHX (Grazul-Bilska, et al., 2008; Wang et al.,
2008; Shirazi et al., 2009a): sin embargo se ha cuestionado el uso de moléculas
inhibidoras de la formacion del FPM, ya que afectan a otras ciclinas que pueden

alterar otras fases del ciclo celular (Abdalla et al., 2009).

Se ha reportado un incremento en la division embrionaria cuando los ovocitos
se activan quimicamente, pero también se menciona que ésto conduce a una

disminucibn en su calidad (Shirazi et al., 2009a), ya que los blastocitos
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partenogenéticos obtenidos por activacion quimica presentan un menor nimero de
células y un aumento en la apoptosis, indicando que son de menor calidad que los

embriones obtenidos mediante FIV (Wang et al., 2008).

En el presente estudio el tratamiento con Ica indujo la activacion del 47% en
los ovocitos; en la literatura no hay datos con este tratamiento en esta especie, pero
este valor es superior a lo determinado en ovocitos de vaca activados con el mismo

farmaco (22% de formacion de PNs) (Wang et al., 2008).

Con la lo, se obtuvo 42% de formacidén PNs, que es similar a lo reportado por
Shirazi et al., (2009a), quienes evaluando la activacion de ovocitos en ovinos por
medio de division embrionaria obtuvieron 47% de activacion cuando los ovocitos se
maduraron por 22 h, este porcentaje se incrementdé cuando los ovocitos se

maduraron por 27 horas (75%).

En el presente estudio, la eficiencia de la activacion de los ovocitos,
determinada por la presencia de los PNs cuando los ovocitos fueron sujetos a ICSI
sin tratamiento quimico, fue del 25%, este valor es inferior, pero cercano a lo
encontrado por Goémez et al., (1998a) con 31% determinado mediante la division
embrionaria, y 38% por la observacion de la anafase y telofase Il y formacion de los
PNs respectivamente. El incremento reportado en estos estudios puede deberse a
gue en el primer caso pueden no haberse considerado que algunos de los embriones
fueran partenogeneticos; y en el segundo porque ademas de los PNs consideraron

los parametros del progreso de la segunda division meidtica que ocurre después de
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la activacion del ovocito. En otro estudio, Shirazi et al., (2009b) s6lo observaron 5%

de desarrollo de PNs.

El efecto de la falsa inyeccién produjo 32% de formaciéon pronuclear, que es
superior a lo reportado por Gémez et al., (1997) con 22% de desarrollo de PNs. En
otras investigaciones en las que se evalué la activacion mediante division
embrionaria los porcentajes varian de 7 a 63% (Gomez et al., 1998a; Pereyra-Bonnet
et al., 2008; Shirazi et al., 2009b; Catal& et al., 2012). Sin embargo en estos ultimos
estudios no se descarta la posibilidad de que en algunos de ellos el desarrollo haya

sido partenogenético.

En el grupo control, en el que Unicamente se realiz6 el manejo, se observo
13% de ovocitos activados, similar a lo encontrado por Catt y Rhodes (1995) con
10% de activacion determinada mediante la formacién de PNs. Esto puede deberse,
entre otras razones, al uso de la hialuronidasa durante la eliminacion del CO, ya que
existen reportes que indican que esta enzima es capaz de activar a los ovocitos de

ratén, vaca y humano en un 60, 18 y 6%, respectivamente (Vallejo et al., 2003).

Las diferencias entre los resultados de los estudios mencionados podrian
explicarse por diversos factores que influyen en la sensibilidad de los ovocitos a la
activacion que pueden explicar las discrepancias entre los resultados obtenidos en
este trabajo y los previamente reportados, entre los que se encuentran: diferencias

entre las especies (Barbosa et al., 2013), maduracion in vivo o in vitro, presencia o
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ausencia del CO (Vallejo et al., 2003; Shirazi et al., 2009a) y tipo de estimulo,

mecéanico o quimico, para la activacion de los ovocitos (Vallejo et al., 2003).

Para incrementar la formacién de PNs usando la técnica de ICSI, se estan
usando nuevas formas de seleccién espermética, una de ellas es inyectar los

espermatozoides que se han unido a la ZP de ovocitos (Parmegiani et al., 2012).

En el experimento 2 de este estudio en el que se evaluo el estado acrosomal y
la viabilidad de los espermatozoides, el porcentaje de espermatozoides de semen
fresco y descongelado con RA después de unirse a la ZP fue de 90 y 86%,
respectivamente, que es similar a lo reportado con semen fresco de caprino con 73%
(Somnath et al., 2000) y cerdos 80% (Fazeli et al., 1995). En humanos se reporta un
84% de RA en los espermatozoides de semen fresco que se unieron a ZP, durante 1
hora de incubacion, este porcentaje disminuydé cuando los espermatozoides se
trataron con ZP solubilizada (32%) (Franken et al., 2000) y 49% (Schuffner et al.,
2002). La variacibn de los reportes puede ser debida a que en algunas
investigaciones se usa ZP intacta (Franken et al., 2000), en otras solubilizada
(Schuffner et al., 2002; Guzman et al., 2007) o la mitad de la ZP (Fazeli et al., 1995).
Posiblemente se obtiene un mayor porcentaje de RA cuando se usa ZP intacta,
debido a la configuracién y mayor namero de las proteinas que se encuentran en la
matriz de la ZP intacta, en comparacion con la ZP solubilizada a 68 °C por 1 horas
(Franken et al., 2000) o 72 °C por 30 minutos (Somnath et al., 2000). Otro factor que
afecta la induccién de la RA por medio de la ZP puede ser el estado de maduracion

del ovocito, ya que ovocitos inmaduros de cerda en contacto con semen fresco de la
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misma especie durante 10 minutos indujo 34% de RA, pero al colocarlos con
ovocitos en MIl se incrementd a 42%; la misma tendencia se observé cuando se usé
semen descongelado en ovocitos inmaduros y maduros (37 y 45% respectivamente)
(Rath et al., 2005). Esto indica que la condicidn fisiol6gica y el estado de maduracion
del ovocito se reflejan en la calidad de la ZP, por lo que los ovocitos inmaduros
podrian no tener los receptores adecuados para el reconocimiento de los

espermatozoides.

En nuestro conocimiento, el presente estudio, es el primero en el que se
evalla el estado acrosomal y la viabilidad de espermatozoides de semen fresco y
descongelado de ovino después de estar en contacto con la ZP de ovocitos de la

misma especie madurados in vitro.

En el experimento 3, en el que se evalué el porcentaje de activacion y
fertilizacion, se determin6é un incremento significativo en el porcentaje de ovocitos
activados (presencia de PNf y espermatozoide) y fertilizados (PNf y PNm sin
presencia de espermatozoide) cuando se estimularon con EtOH después de la ICSI;
esto concuerda con lo reportado por Shirazi et al., (2009b) quienes indican que la
estimulacion mecanica (ICSI o falsa inyeccién) es insuficiente para activar los
ovocitos de ovino y formar los PNs, por lo que la activacién quimica es esencial en el

proceso de ICSI en ovejas.

El tratar a los ovocitos con EtOH después de la ICSI, ocasion6é que se

incrementara el porcentaje de activacion en un rango de 49 a 61%, y de fertilizacion
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de 12 a 28% en comparacion con los ovocitos activados solo mecanicamente (25 y

4%, respectivamente).

Con semen fresco el porcentaje de ovocitos fertilizados fue solo el 50% de los
ovocitos activados, y con semen descongelado no fue superior al 25%; por lo que se
puede suponer que en caso de haber evaluado el desarrollo embrionario de estos
ovocitos, mas del 50% podrian ser partenogenéticos. Resultados similares han sido
reportados en ovocitos de vacas tratados con EtOH después de inyectar la cabeza
de espermatozoides descongelados, con 52% de activacién, pero solo 27% de
fertilizacion, por lo que el 56% podrian ser embriones partenogenéticos (Li et al.,
1999). Lo anterior se confirmé posteriormente en otro estudio en bovinos donde se
menciona que una desventaja de la activacion exdgena es incrementar la posibilidad
de desarrollo partenogenético (Abdalla et al., 2009). En ovocitos de yeguas, con el
mismo tratamiento, se reportan porcentajes de 56, 16 y 40% de activacion,
fertilizacion y partenogénesis, respectivamente, lo que indica que aun cuando los
ovocitos son activados, no necesariamente se lleva a cabo la descondensacion
nuclear de los espermatozoides en el citoplasma, pero en el ovocito activado
artificialmente después de la ICSI se puede inducir el desarrollo partenogenético (Li
et al., 2000), de ahi la importancia de evaluar la fertilizacion a través de la presencia

de PNs en ovocitos fertilizados mediante ICSI y activados quimicamente.

En el presente estudio, no se observé un incremento de la fertilizacién cuando
se inyectaron espermatozoides que previamente se habian unido a la ZP vy

presentaban una RA superior al 85%, lo anterior concuerda con lo reportado por
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GOmez et al., (1997), quienes no observaron un aumento en la fertilizacion al realizar
la ICSI con espermatozoides procedentes de muestras con 86% de RA, inducida con
lisofosfatidilcolina y la obtenida con espermatozoides sin tratamiento (22 y 33%
respectivamente), por lo que determinaron que no hay una correlaciéon entre el
porcentaje de espermatozoides con RA y los ovocitos fertilizados por medio de la
ICSI. Estos resultados sugieren que no es necesario inducir la RA antes de la ICSI
en ovocitos de ovino para obtener la formacién de los PNs. En humanos, Black et al.,
(2010) tampoco observaron una diferencia significativa en la fertilizacion entre la ICSI
realizada con espermatozoides unidos a la ZP y la ICSI sin seleccién por unién a la
ZP, sin embargo se obtuvieron embriones de mejor calidad que produjeron un mayor
namero de gestaciones.

En el presente estudio se observd una diferencia significativa en la tasa de
fertilizacion entre los ovocitos fertilizados con semen fresco seleccionado por “swim-
up” (28%) o swim-up mas la unién a la ZP (25%) en comparacion con el semen
descongelado (13 y 12% respectivamente). Lo anterior concuerda con lo reportado
por Gomez et al (1997), ya que el porcentaje de fertilizacién fue mayor después de la
ICSI, cuando ésta se realiz6 con espermatozoides de ovino de semen fresco en
comparacion con espermatozoides de semen descongelado. Estos resultados
pueden ser debidos al dafio que ocurre en la membrana acrosomal durante el
proceso de congelacion-descongelacion que predispone al espermatozoide a mas
cambios membranales u otros efectos deletéreos como puede ser el dafio al ADN.
En espermatozoides de humanos se ha reportado que el proceso de congelacion—

descongelacion produce estrés oxidante debido a la generacion de especies
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reactivas de oxigeno y a la alteracion del sistema antioxidante del espermatozoide
(Gadea et al., 2011), lo que ocasiona la peroxidacion de los lipidos de la membrana,
alteraciones de las proteinas y fragmentacién del ADN (Thomson et al., 2009), que
dan como resultado una disminucién en la capacidad de fertilizacion de los

espermatozoides.
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Xl. CONCLUSIONES.

El tratamiento con EtOH, Ica e lo fue semejante para activar los ovocitos de

ovino en términos de formacion del PNT.

La formacion de PNs mediante ICSI se incrementd cuando los ovocitos fueron

activados con EtOH.

La seleccion de espermatozoides por medio de la unién a la ZP para realizar la
ICSI, no increment6 el porcentaje de desarrollo de PNs, aln cuando se aumenté la
proporcién de espermatozoides con RA, sugiriendo que esto Ultimo no es esencial

para la fertilizacion de ovocitos de ovino mediante ICSI.

El uso de semen fresco fue mas eficiente que el semen descongelado en la

capacidad de desarrollo de PNs mediante ICSI en ovocitos de ovino.

El porcentaje de fertilizacion de ovocitos ovinos mediante ICSI evaluado por la
presencia de PNs fue menor que el porcentaje de activacion de los ovocitos tratados
con EtOH, por lo que se concluye que en este tipo de estudios es importante
asegurarse de valorar la eficiencia de la ICSI por medio de la presencia de los PN
para diferenciarla de los posibles embriones partenogenéticos. Todos estos

elementos en su conjunto contribuyen a mejorar la eficiencia de la técnica de ICSI.

Debido a que se logré incrementar la activacion de los ovocitos, el problema
gue contindia para aumentar la eficiencia de la ICSI, es lograr la descondensacion de

los espermatozoides.
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