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RESUMEN

La produccion in vitro de embriones (PIVE) comprende: la maduracioén in vitro
(MIV) de ovocitos obtenidos por aspiracion folicular; la fertilizacion in vitro (FIV) de
estos ovocitos; y el cultivo in vitro de los embriones producidos; siendo la tasa de
blastocistos el parametro para medir su eficacia. La PIVE, en el bovino, ha sido
motivo de mudltiples investigaciones, debido a las bajas tasas de blastocistos
obtenidos (5-30%), resultado del constante “bloqueo del desarrollo”; con el fin de
evitarlo se han empleado co-cultivos con células somaticas, obteniendo resultados
controversiales. La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del
co-cultivo de los embriones con células oviductales y del cumulus oophorus sobre el
porcentaje de embriones in vitro en estadio de blastocisto. Los oviductos y ovarios
fueron colectados de hembras bovinas sacrificadas en un rastro, posteriormente
fueron lavados y transportados en solucion salina 0.9% a 30-35 °C. Las células
oviductales fueron obtenidas tras una incisién longitudinal del oviducto, mientras que
las células del cumulus oophorus se colectaron del liquido folicular; ambos tipos
celulares se colocaron para su cultivo en TCM-199 con 20% de SFB. Los complejos
cumulus-ovocitos (COC’s) fueron colectados por aspiracion de foliculos de 2 a 7 mm
de didmetro y colocados para su maduracion en TCM-199 con 10% de SFB, 0.5
pg/mL de FSH y 0.5 pg/mL de LH, a una temperatura de 38.5 °C, 5% CO2 y 95%
humedad por 24 horas. Posteriormente se fertilizaron utilizando una concentracion de
1x10° espermatozoides/mL. Los presuntos cigotos fueron divididos en tres

tratamientos: 1. Control; 2. Co-cultivo con células de cumulus; 3. Co-cultivo con



células del oviducto. El desarrollo fue evaluado hasta las 192 horas, determinando la
cantidad de embriones divididos, morulas y blastocistos. La maduracion nuclear y la
fertilizacion se evalio mediante la tincion con Hoechst 33342. La proporcion de
ovocitos que alcanzaron la metafase Il al finalizar su MIV fue de 90%; la tasa de
fertilizacion fue de 84%. Posterior a la FIV fueron co-cultivados 538, 627 y 478
ovocitos en el tratamiento control, cumulus y oviducto, respectivamente. La mayor
cantidad de blastocistos (14%) en el co-cultivo de cumulus, menor cantidad en el co-
cultivo de oviducto (7%) y finalmente la mas baja en el control (4%). Se concluye que
el uso de medios condicionados con células sométicas puede estimular el desarrollo

hasta estadio de blastocisto in vitro de los embriones bovinos.

Palabras clave: Desarrollo embrionario, Bovino, Co-cultivo, Células oviductales,

Células de cumulus oophorus, Maduracion in vitro, Fertilizacién in vitro.



ABSTRACT

In vitro production (IVP) of embryos include: in vitro maturation (IVM) of
oocytes obtained by follicular aspiration; in vitro fertilization (IVF) of these oocytes;
and in vitro culture of embryos produced; being blastocyst rate the parameter to
measure its efficacy. The IVP embryos, in cattle, has been subject to multiple
investigations, due to low blastocysts rates obtained (5-30%), as result of a constant
"development block"; with goal to avoid it there have been employed co-cultures with
somatic cells, obtaining controversial results. The objective of the present study was
to determine the effect of co-culture of embryos with oviductal cells and cumulus
oophorus on the percentage of in vitro development embryos to the stage of
blastocyst. Oviducts and ovaries were collected from female cattle slaughtered in a
slaughterhouse, which were washed and transported in 0.9% saline at 30-35 °C.
Oviductal cells were obtained after a longitudinal incision to oviduct, while cumulus
oophorus cells from follicular fluid were collected, both cell types were placed in TCM-
199 with 20% FBS. Complex cumulus-oocytes (COC’s) were collected by aspiration
of follicles 2 to 7 mm diameter and placed for maturation in TCM-199 with 10% FBS,
0.5 pg/mL FSH and 0.5 pg/mL LH, 38.5 °C temperature, 5% CO, and 95% humidity
for 24 hours. Oocytes were subsequently fertilized using a sperm concentration of
1x10°%mL. The presumptive zygotes were divided into three treatments: 1. Control; 2.
Co-culture cumulus; 3. Co-culture oviduct. Development was evaluated until 192
hours, determining amount of cleavage embryos, morula and blastocyst. Nuclear

maturation and fertilization was assessed by Hoechst staining (33342). The



proportion of oocytes reaching metaphase Il after IVM was 90%; fertilization rate was
84%. After IVF 538, 627 and 478 oocytes were co-cultured in the control, cumulus
and oviduct treatment respectively. A greater number of blastocysts (14%) was
obtained in the co-culture with cumulus cells, continued the co-culture with oviduct
cells (7%) and finally the control (4%). It is conclude that somatic cell conditioned
media can stimulate in the in vitro development until stage of blastocyst of bovine

embryos.

Key words: Embryo development, Bovine, Co-culture, Oviductal cells, Cumulus

oophorus cells, In vitro maturation, In vitro fertilization.
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.  INTRODUCCION

Durante afios se ha buscado reproducir artificialmente los eventos de la
maduracion y fertilizacion del ovocito, y el desarrollo embrionario temprano; sin
embargo, lo que en un principio sélo tenia fines de investigacion, ha ido adquiriendo
gran importancia, contribuyendo tanto al mejoramiento de la produccién ganadera,
como a la conservacion y manejo de la poblacion de fauna silvestre en peligro de
extincion, usandose, para estos Ultimos, animales domésticos como modelo de
investigacion (Ptak et al., 2002; Swanson, 2006). La produccioén in vitro de embriones
(PIVE) comprende basicamente tres pasos: 1) la maduracion in vitro de los ovocitos
obtenidos de ovarios por medio de aspiracion folicular; 2) la fertilizacién in vitro de los
ovocitos madurados; y 3) el cultivo in vitro de los embriones producidos (Urrego et
al., 2008), que involucran una serie de procesos fisiolégicos, condicionando cada
uno por si mismo el éxito o fracaso del siguiente (Ferré y Cattaneo, 2013; Henrique
et al., 2012; Mucci et al., 2006); el parametro mayormente utilizado para medir la

eficacia de la PIVE es la tasa alcanzada de blastocistos (Ahuja et al., 2009).
1.1 El Bovino. Su importancia en la produccion de embriones in vitro

En la actualidad la produccién animal ha comenzado a depender en gran
medida de los avances biotecnoldgicos; asi, en el area de la reproduccién, el manejo
de ésta, a través de la inseminacion artificial y la transferencia embrionaria han
significado uno de los mayores impactos dentro de los programas reproductivos y de

mejoramiento genético. De esta manera, el desarrollo de otras biotecnologias



reproductivas como es la fecundacion in vitro (FIV), una tecnologia emergente
aplicada en los paises desarrollados a animales de produccién, para mejorar su
eficiencia reproductiva y genética, ha comenzado a mostrar logros importantes, no
obstante aun esta en etapa de investigacion (Hirayama et al., 2014; Parrish, 2014;

Henrique et al., 2012; Baez et al., 2010; Ratto et al., 1999).

Debido a que el bovino ha demostrado ser uno de los animales mayormente
aprovechados dentro de la industria ganadera, los estudios de FIV sobre esta
especie comenzaron a realizarse a mediados del siglo pasado, dando como
resultado un informe sobre el primer embrién producido por FIV a inicios de 1970 y el
reporte del primer ternero procedente de un embrién de PIV (produccién in vitro)
nacido en 1981 (Ferré y Cattaneo, 2013; Herrad6n et al., 2007; Goto et al., 1988).
Sin embargo, ya que los estudios in vivo dirigidos a los bovinos son dificiles de
emprender, debido a lo costosos que resultan ser los experimentos, y sobre todo
porque la cantidad de material es limitado, la técnica de FIV esta basada en la
maduracion artificial de ovocitos que generalmente provienen de los ovarios de vacas
sacrificadas en rastros, y posteriormente son fecundados con espermatozoides
criopreservados; siendo asi finalmente uno de los mayores méritos de esta técnica la
produccion de una gran cantidad de embriones sincronizados a una etapa especifica

de desarrollo, para su posterior transferencia (Martinez, 2013).

Por otra parte, cabe destacar que la obtencion de embriones in vitro implica,
un gran potencial tanto en la investigacion en reproduccion, como en la produccion

animal; ademas la practica comercial puede llegar a ser muy significativa, pues la



diferencia mas importante de esta técnica radica principalmente en el costo por
embrion, pues un embrion producido in vitro tiene un valor 10 veces menor a uno
producido in vivo y para producir 100 embriones in vitro es suficiente una dosis de
semen cuando hace falta dos dosis de semen para producir 4 a 6 embriones en una
vaca hiperovulada, ademas de que se logran producir 3.4 veces mas embriones y 3.2
mas gestaciones en un periodo de 60 dias con sélo una hembra sometida a
superovulacién (Martinez, 2013; Mapletoft y Hasler, 2005). Por otra parte, como ya
se ha mencionado, los ovarios procedentes de animales sacrificados en rastro
constituyen una fuente principal de material biolégico, para el aprovechamiento de
gametos que el animal durante su vida reproductiva no llegé a utilizar (Wani et al.,
1999), dado ésto, la recuperacion y uso de estos ovocitos contribuye a minimizar

mas los costos de su produccion.

1.1.1 Ciclo reproductivo

El proceso reproductivo constituye la esencia de la renovacion biologica en
todas las especies; siendo la base de la reproduccién dos ciclos principales, el ciclo
estral (en la hembra) y el ciclo espermatogénico (en el macho), ambos inician una

vez alcanzada la pubertad.

Ciclo estral. Tiene una duraciéon de 21 dias, se divide en cuatro fases: a) Proestro:
con una duracion de uno a tres dias, ocurre la involucion del cuerpo lateo del
ciclo que termina y la maduracion del foliculo del ciclo que comienza; b) Estro:
es el periodo de receptividad sexual, dura de 8 a 30 horas, el foliculo y el

ovocito alcanzan los estadios finales de la maduracién; c) Metaestro: ocurre la



ovulacion espontanea, se desarrolla el cuerpo liteo y comienza a producir
progesterona. El ovocito una vez que ha sido ovulado tiene una vida fértil de 22
a 24 horas, tiempo en el que debe llegar al sitio de fertilizacion (ampula) para
ser fecundado por el espermatozoide; d) Diestro: dura 12 a 15 dias, a finales de
esta etapa el Utero puede detectar la presencia o ausencia de un embrion; si la
vaca no esta prefiada el Utero envia una sefal al cuerpo lateo para su
involucion y repeticion del ciclo, si ocurre lo contrario y el 6vulo ha sido
fertilizado el cuerpo lateo no involuciona y mantiene la gestacién (Prakash,

2007).

Ciclo espermatogénico. Son asociaciones de distintos tipos celulares dentro del
epitelio seminifero que experimentan cambios ciclicos, siendo los pasos de la
espermiogénesis empleados para clasificar las etapas (12 en el toro). Un ciclo
completo depende de las etapas del ciclo del epitelio seminifero (una serie de
cambios en un area determinada de epitelio seminifero entre dos etapas de

desarrollo), este tiempo en el toro es de 14 dias (Hafez y Hafez, 2007).

El proceso reproductivo esta regulado por el sistema endocrino, propiamente
se reconoce el complejo hipotalamo-hipofisis-gonada, el cual puede ser influenciado
por las condiciones ambientales en que se desenvuelven los animales, esto a su vez

modificar el comportamiento reproductivo (Prakash, 2007).

Las principales hormonas de la reproduccién de acuerdo a Hafez y Hafez (2007) se

resumen en el cuadro 1.



Cuadro 1. Principales hormonas que intervienen en la reproduccion.

Hormona
GnRH

Origen
Hipotalamo

Blanco
Hipofisis

Funcién principal
Liberacion de FSHy LH

Gonadotropicas

FSH

Adenohipdfisis

Ovario

Desarrollo del foliculo
Secrecion de E;

Testiculo

Produccion de
espermatozoides

LH

Adenohipdfisis

Ovario

Ovulacién
Desarrollo del cuerpo
liteo
Produccion de
progesterona

Testiculo

Secrecion de
testosterona

Prolactina

Adenohipdfisis

Glandula mamaria

Desarrollo y funcion de
la glandula mamaria

Prostaglandina

Utero

Ovario

Involucién del cuerpo
lateo
Disminucion de la
progesterona

Oxitocina

Neurohipofisis

Utero
Glandula mamaria

Contracciones uterina
Excrecién de leche

Relaxina

Ovario
Utero
Placenta

Tracto reproductivo

Dilatacion del cérvix
Relajamiento del
conducto obstétrico

Gonadales femeninas

Estrogeno

Ovario

Desarrollo de genitales
y caracteristicas
sexuales secundarias
femeninas
Celo y preparacion
endometrial
Desarrollo de la
glandula mamaria

Progesterona

Cuerpo luteo

Preparacion
endometrial para la
implantacion del
embrion
Mantenimiento de la
gestacion
Desarrollo de la




glandula mamaria

Gonadales masculinas

Testosterona Testiculo Desarrollo de los
organos genitales y
caracteristicas sexuales
masculinas secundarias

GnRH. Hormona Liberadora de Gonadotropinas; FSH. Hormona Foliculo Estimulante; LH. Hormona

Luteinizante; E,. Estradiol.

1.2 Reproduccién Natural

El reino animal cuenta con una estrategia para asegurar la reproduccion y
supervivencia de las especies, ésta es la produccidn de células especializadas en la
produccion de descendencia, denominadas gametos, y que toma lugar en los

organos sexuales.

Aparato reproductivo de la hembra: conformado por: Ovarios: con funciones
exocrinas (produccién ovocitos) y endocrinas (estrégenos y progestagenos).
Oviductos: transportan los gametos y sirven como sitio de fertilizacién (ampula),
sus secreciones ricas en glicosaminoglucanos (GAG) son capaces de inducir la
reaccion acrosomal del espermatozoide. Utero: transporta los espermatozoides
desde el sitio de eyaculacion (Austin y Short, 1982) hasta el de fecundacién
provocando su capacitacion por medio de las secreciones endometriales,
realiza una seleccion de espermatozoides viables, es el sitio de implantaciéon y
gestacion. Cérvix: posee células caliciformes que producen moco que varia en
consistencia de acuerdo con el dia del ciclo estral y tiene la finalidad de facilitar

o impedir el transporte de espermatozoides. Vagina: es el érgano copulatorio, el



sitio de depdsito del semen durante el apareamiento y el conducto del parto.
Vulva: es la porcién externa del aparato genital femenino (Parrish, 2014;
Schmaltz et al., 2014: Herndndez y Fernandez, 2005; Saharrea, 2000; Austin y

Short, 1982; Bearden y Fuquay, 1982).

Aparato reproductivo del macho: comprende los siguientes 6rganos: Testiculos:
encargados de producir espermatozoides fértiles y las hormonas masculinas, se
encuentran cubiertos por el escroto, la funcién del escroto es brindar protecciéon
y controlar la temperatura testicular, manteniendo a los testiculos 2 a 4° C
menos que la temperatura corporal. Conductos eferentes: transportan los
espermatozoides al epididimo. Epididimo: transporta, concentra y madura los
espermatozoides. Conductos deferentes: forman parte del cordén espermatico
e impulsan a los espermatozoides maduros a la uretra pélvica. Uretra: es el
pasaje del semen, alberga el coliculo seminal, que se hincha durante la
eyaculacién, cerrando la uretra y evitando que se mezcle el semen con la orina.
Ampollas, glandulas vesiculares y glandulas de Cowper o bulbouretrales:
secretan compuestos energéticos y amortiguadores, proporcionan volumen al
eyaculado. Prostata: proporciona al semen su olor caracteristico. Pene:

constituye el érgano copulador del macho (Hernandez y Fernandez, 2005;).

1.2.1 Ovogénesis

La ovogénesis (u oogénesis) es la produccion, formacion, desarrollo y

maduracion del gameto femenino; comienza a partir de que un grupo de células, las



oogonias se desarrollan en cordones a partir del epitelio germinal que rodea el ovario
fetal. Estas penetran en el estroma ovarico y gradualmente se van diferenciando, las
mayores se convierten en ovocitos primarios o células huevo, mientras que las
células vecinas rodean al ovocito y le proporcionan sustratos, recibiendo asi el
nombre de foliculo primario. Cada hembra nace con un elevado nimero de foliculos
primarios (100,000 a 200,000), pero la mayor parte de ellos sufren un proceso de
atresia. Los foliculos primordiales ya formados por el ovocito, rodeados por una capa
de células epiteliales, comienzan a disminuir su nimero a partir del nacimiento y al
final de la vida sexual han degenerado practicamente todos (Peters y Ball, 1991). El
proceso de la ovogénesis comienza en la vida embrionaria y continla hasta el
momento de la ovulacién, cuando los foliculos primarios comienzan a crecer
controlados por las hormonas producidas por el sistema neuroendocrino a lo largo de
la vida animal (Austin y Short, 1982). La proliferacién de los ovocitos ocurre por
division mitética durante el desarrollo fetal, y termina aproximadamente al tiempo del
nacimiento para la mayoria de las especies domésticas. Los ovocitos empiezan el
proceso de reduccién meidtica en el nUmero de cromosomas para quedar en un

estado haploide poco después del nacimiento.

1.2.2 Espermatogénesis

Aunque los organos sexuales de los machos se desarrollan y producen
hormonas antes del nacimiento, la produccion de espermatozoides comienza soélo
cuando han alcanzado la pubertad, entre los siete y nueve meses de edad; siendo

reducido el niumero de espermatozoides. Los espermatozoides representan la fase



final de una serie de cambios complejos, que inicia cuando las células germinativas
primarias emigran desde las crestas germinales y se depositan en las gdénadas algun
tiempo antes de la diferenciacién sexual. En el feto los gonocitos se encuentran en el
interior de los tubulos seminiferos y se multiplican meses después del nacimiento,
dando lugar a las espermatogonias, la eficiencia cuantitativa de la espermatogénesis
depende en gran parte de como se realizan las siguientes divisiones; las células que
se originan a partir de la ultima division espermatogénica son los espermatocios
primarios, como resultado de la division meidtica de estos espermatocitos surgen los
espermatocitos secundarios, los cuales al dividirse daran lugar a las espermatidas,
las cuales mediante su transformacion (espermiogénesis) y maduracion, finalmente
resultaran en espermatozoides (Cole y Cupps, 1984). Luego de la pubertad la
formacion de espermatozoides es un proceso continuo, involucrando mdultiples
divisiones que reducen el niumero de cromosomas, y finaliza con la madurez del
espermatozoide en el epididimo, cuando posee una cabeza con el material genético
compactado, una cola que le otorgara la motilidad y la capacidad para fecundar al

ovulo.

Los espermatozoides permanecen fértiles en el epididimo por periodos largos
(semanas) comparado con la duracion de su vida feértil cuando estan en el tracto
reproductivo femenino (28 a 50 horas); pueden ser eyaculados como resultado de
una estimulacién nerviosa que produce una serie de contracciones musculares que
involucran al epididimo, el vaso deferente y las glandulas accesorias (Prakash,

2007).



1.2.3 Fertilizacién

La fertilizacion no sélo se trata de la penetracion de un espermatozoide al
ovocito, sino de una interaccion intercelular, altamente especializada en el cual un
gameto activa al otro, inicia con el reconocimiento de receptores complementarios en
la superficie de ambos gametos y finaliza con la union de los cromosomas maternos
y paternos. En el bovino, este evento ocurre 11 horas luego de la ovulacion, el nuevo
cigoto se multiplica rapidamente, y se mantiene en el oviducto por 3 0 4 dias antes
de descender dentro del Gtero; este periodo es necesario para que el Utero se

prepare para recibir al embrion en desarrollo.

El traslado del espermatozoide hacia los oviductos se realiza a los pocos
minutos de haber sido depositados en la vagina, debido mas que a los flagelos
moviles de los espermatozoides, a las contracciones uterinas, reguladas por las
hormonas; sin embargo, estos aun requieren cierto tiempo para adquirir su capacidad
fecundante, un fenémeno llamado “capacitacion” (Kolle et al., 2010; Nalbandov,
1969). Mientras tanto los diversos patrones de contraccion del oviducto regulan la
rapidez con que se transporta el 6vulo, después de la rotura folicular el ovocito es
captado por el extremo fimbriado del oviducto, después del paso rapido del évulo por
la ampula distal (por movimientos oscilatorios de vaivén longitudinalmente), es
detenido en la parte proxima de la region del ampula, cerca de la union istmo-
ampular, permitiendo con ello la fecundacion (Kdlle et al.,, 2010; Hafez y Hafez,
2007). Una vez que ha ocurrido la union del ovocito y el espermatozoide, da

comienzo la gestacion, la cual tiene una duracién de 283 dias (243-316 dias) y se le
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puede distinguir en un periodo embrionario que va desde la fertilizacién hasta los 45
dias y un periodo fetal desde los 46 dias hasta el parto; la duracién de la gestacion
se encuentra influenciada por factores maternos, fetales, genéticos y ambientales

(Bartolomé, 2009).

Los ovocitos de los animales mamiferos se encuentran rodeados por
vestimentas que debe atravesar el espermatozoide antes de fusionarse con la
membrana plasmatica del ovocito. La zona pellcida (ZP) es una de ellas y se
encuentra cubierta por el cumulus oophorus durante la ovulacion (Yanagimachi,
1994). Aunque los espermatozoides que han pasado por el epididimo son fértiles aun
deben sufrir algunos cambios antes de tomar parte en la fertilizacion; estos cambios
son la capacitacion y la reaccion acrosomal (RA), que consiste en la fusion de la
membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa, lo cual conlleva a la
liberacion de enzimas hidroliticas (como la hialuronidasa, acrosina y tripsina) que
ayudan al espermatozoide a avanzar a través del complejo cumulus-ovocito (Parrish,
2014; Bavister, 2002; Legendre y Stewart, 1993; Drobnis et al., 1988; Bavister, 1982).
El final de la capacitacion se acompafa por cambios en la motilidad espermatica
denominada hiperactivacion, incrementando la curvatura de la pieza media y la
amplitud de la onda del flagelo, haciendo posible que el espermatozoide sea capaz

de penetrar el cumulus del ovocito con mayor facilidad (Drobnis et al., 1988).

Una vez que el espermatozoide atraviesa la ZP cruza rapidamente el espacio
perivitelino, la cabeza del espermatozoide se une a la membrana plasmatica del

ovocito (oolema) y se incorpora al citoplasma del ovocito (ooplasma) (Yanagimachi,
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1994). La union es superficial al principio, pero pronto hay una fusion de las
membranas plasmaticas, la cual empieza en los puntos de contacto entre ciertas
proyecciones de la superficie del 6vulo (microvellos) y la regidn posterior de la
cabeza espermatica (Austin y Short, 1982). El 6vulo reacciona a la penetracion del
espermatozoide y como respuesta sufre cambios funcionales y estructurales, que
incluyen la induccion de un bloqueo a la poliespermia, la apertura y evacuacion de
los granulos corticales, la reanudacion de la segunda division mei6tica, la emision del
segundo cuerpo polar y la formacion del ndcleo del évulo. Por su parte, el
espermatozoide después de su incorporaciéon al ovocito y la ruptura de su envoltura
nuclear comienza a mezclar su material perinuclear con el ooplasma antes de la
descondensaciéon (Borges et al., 2009; Yanagimachi, 1994); formando un ndcleo
distintivo: el pronudcleo masculino y femenino. Conforme los PN’s (pronucleos)
alcanzan su tamafio maximo se deslizan hacia el centro y entran en contacto en el
centro; este proceso dura aproximadamente 12 hrs; posteriormente hay un
encogimiento gradual en su tamafio y una disminucién en el nimero de vacuolas que
se encuentran en ambos, finalmente se rompe la membrana del nucleo y
desaparece, los dos grupos cromosémicos completan su condensacion y se fusionan
(uniendo las contribuciones hereditarias paternas y maternas), siendo ésta la escena

final de la fertilizacién (Austin y Short, 1982).

1.2.4 Desarrollo embrionario

El cigoto es una célula bastante grande con una baja proporcion de

ndcleo:citoplasma, y para lograr una proporcion similar a la de las células somaticas
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pasa por diversas divisiones celulares sin aumentar su masa celular (Schmaltz et al.,
2014; Hafez y Hafez, 2007). Los 6vulos de los mamiferos carecen de reservas de
vitelo como las que le proporcionan la energia necesaria para el desarrollo a los
embriones de las aves, reptiles y otros vertebrados inferiores; asi pues, el embrion de
mamifero debe de vivir a expensas del medio en que se encuentra, es decir, del
Gtero. Durante los primeros dias el embrion depende exclusivamente para su
subsistencia de las secreciones del Gtero, las glandulas de este 6rgano segregan
“leche uterina” compuesta de proteinas, grasas y trazas de glucégeno; de manera
gue tanto la leche uterina como los productos de descamacion del epitelio interno del
Gtero constituyen el alimento del embrién hasta el momento de su implantacion,
cuando forma una conexién placentaria permanente con el sistema circulatorio

materno (Nalbandov, 1969).

Durante el periodo pre-implantacional del desarrollo embrionario mamifero, el
embrion sufre una secuencia de fendmenos moleculares significativos que involucran
su fisiologia, metabolismo y control genético (Gardner y Lane, 2014; Moore y
Persaud, 1999). El cigoto tiene una actividad metabdlica reducida, los niveles de
oxigeno utilizados son bajos y las principales fuentes energéticas utilizadas son el
piruvato y lactato, con muy bajos niveles de glucolisis, el metabolismo de la glucosa a
través de la via de las pentosas fosfato genera ribosas requeridas para la sintesis de
acidos nucleicos y NADPH requeridos para la biosintesis de lipidos y otros complejos
moleculares; antes de iniciar con la etapa de compactacion comienza a hacer uso de

aminoacidos como alanina, aspartato, asparagina, glicina, glutamato, glutamina,
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prolina y serina, estimulando con ello su divisién celular y posterior compactacion
(Gardner y Lane, 2014; Tarazona et al., 2010; Rieger et al., 1995). El mayor cambio
en el embridén ocurre durante el momento de la compactacion debido a la formacion
de un epitelio, con las células del embrion que comienzan a tomar fisiologia
somatica, el blastocisto presenta una mayor capacidad oxidativa y el consumo de

oxigeno es similar al del musculo esquelético activo (Gardner y Lane, 2014).

La primera division del cigoto tarda 24 horas, observandose dos células o
blastomeros simétricos y bien definidos (Bruce y Carlson, 1990), en cada
segmentacion posterior tardan 10 a 12 horas y las divisiones subsecuentes son
consecutivas, formando de manera progresiva blastbmeros mas pequefios
(Bartolomé, 2009; Austin y Short, 1982). La siguiente etapa de desarrollo son los
embriones de 4 blastomeros, continda con la etapa de 8 blastbmeros y una
caracteristica importante de esta etapa es que todos los blastémeros son idénticos y
totipotentes (Climent et al., 1998). Posteriormente se forma la mérula que es una
agrupacion o masa de células que tienden a ser esféricas, se puede observar
individualmente los blastomeros, pero la cuenta celular es dificil, debido a que son 32
células. El desarrollo del embridén sigue su curso y comienza a formar una cavidad
interna ocupada por liquido conocido como blastocele, que abarca menos del 50%
del embrion; esta etapa presenta una fase critica, que es la compresion, durante la
cual los blastomeros se aplanan y se unen densamente dando lugar asi al
blastocisto, en el que se puede apreciar una pronunciada diferenciacion entre las

células, pudiendo observarse el disco embrionario como una masa de células interna
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(MCIl) muy pequefia y compacta de color oscuro y una monocapa de células
epiteliales continua e impermeable rodeando a la MCI, denominada trofoblasto
(Bartolomeé, 2009; Fontana, 2008). Las conexiones intracelulares, caracteristicas de
la compresion tienen dos propésitos: 1) Las uniones cefidas previenen el
intercambio libre de liquidos entre el interior y el exterior del embrion, permitiendo
gue se acumule en él un liquido con caracteristicas especiales; y 2) Las uniones
intersticiales entre los blastomeros, reanen moléculas pequefias entre una célula y
otra. Posteriormente, el blastocele se expande abarcando mas del 50% de la
totalidad del embrién y el embrion ocupa el 90% del espacio perivitelino, por lo que
recibe el nombre de blastocisto expandido, cuya principal caracteristica es el
aumento considerable del diametro del embrion y el adelgazamiento de la zona
pelicida; que finalmente sufre una ruptura y el blastocito eclosiona (Noriega et al.,
1995), para continuar con la etapa de gastrulacion, durante la cual se dara la

implantacion y desarrollo fetal (Fernandez et al., 2007).

1.3 Reproduccion Asistida

La reproduccion asistida es un amplio campo de conocimientos donde se
maneja un conjunto de técnicas diferentes que de manera secuencial e integrada y
en ocasiones de manera aislada, tiene como principal objetivo el éxito reproductivo,
involucrando asi una serie de técnicas de biotecnologia como la criopreservacion,
inseminaciéon artificial, fertilizacion in vitro, micromanipulacion, desarrollo vy
transferencia de embriones, enfocadas tradicionalmente a humanos, animales

domésticos, de laboratorio y en la actualidad en fauna silvestre.
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La FIV es un tratamiento ampliamente utilizado dentro del grupo de las
técnicas de reproduccion asistida, existen variaciones en su aplicacién, todas
basadas en el mismo concepto: proporcionar a los gametos un ambiente in vitro
similar al in vivo; para la obtencion de embriones viables para su posterior
transferencia; por lo que es necesario que confluyan cuatro factores: 1) Que los
ovocitos hayan madurado correctamente y hayan alcanzado el estadio de metafase
II, 2) Que el semen haya sido capacitado de forma adecuada y haya adquirido
capacidad fecundante, 3) Que se utilicen los medios adecuados para llevar a cabo la
fertilizacion, y 4) Proporcionar las condiciones ambientales adecuadas para este

proceso (Ordoéfiez, 2005; Wani, 2002).

1.3.1 Maduracioén in vitro

La maduracién ovocitaria es un fenémeno complejo durante el cual el ovocito
progresa desde el estadio de diploteno hasta la metafase II, alcanzando con ello la
competencia meiética (Gonzalez y Gil, 2004); este proceso puede llevarse a cabo de
manera artificial mediante la incubacion de ovocitos recuperados en un medio
adecuado que le brinde un ambiente estimulante para completar su maduracion; el
exito de la MIV depende de la técnica de recuperacion de los ovocitos y la seleccion
apropiada de éstos. Por otro lado, el tamafio de los foliculos del cual se obtienen los
ovocitos es sumamente importante, pues aquellos ovocitos procedentes de foliculos
menores de 2 a 6 mm de diametro poseen menor capacidad de competencia
(Gonzalez y Gil, 2004). Los ovocitos recuperados pueden ser clasificados en cuatro

categorias: Ovocitos categoria | (Excelentes): presentan citoplasma oscuro uniforme
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combinado con 5 o mas capas compactas del cumulus. Ovocitos categoria |l
(Buenos): presentan citoplasma oscuro uniforme conjuntamente con una corona
radiada completa, pero menos de 5 capas del cumulus. Ovocitos categoria Il
(Regulares): presentan una pérdida de la uniformidad del citoplasma, corona radiada
incompleta y las capas del cumulus menos compactas. Ovocitos categoria IV
(Malos): presentan citoplasma no homogéneo o fragmentado y las células de la
corona y del cumulus se encuentran disgregadas o ausentes en su totalidad
(Senatore et al., 2010; Pontes et al., 2010; Ahumada, 2006, Ordofiez, 2005; Wood y

Wildt, 1997). Siendo la categoria | y Il los aptos para la MIV.

Después de transcurrido el tiempo de incubacién, los ovocitos son
examinados, en base a su calidad y al grado de expansion de las células del
cumulus, lo cual es el principal indicador de la maduracién (Remohi et al., 2001; de
Loos, 1989), tomando en cuenta los siguientes criterios: Madurez 1, o Inmaduro
(M1): Cumulus pequefio o grande, con poca filancia; corona compacta formando una
capa densa (oscura) alrededor del ovocito. Madurez 2, o Intermedio (M2): Cumulus
grande, disperso y filante; corona aun oscura y compacta alrededor del ovocito pero
con inicio de dispersion (pequefios espacios entre sus células). Madurez 3, o Maduro
(M3): Cumulus grande, disperso Y filante; corona radiada caracteristica, con espacios
entre las células en forma de rayos, pudiendo observarse los limites del ovocito; este
COC es el que tiene mejores probabilidades de fecundacion y desarrollo. Madurez 4,

o Post-maduro (M4): Cumulus muy disperso, grande o pequefio por fragmentacion
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del mismo, muy filante y corona inexistente; el ovocito se puede observar con nitidez

e identificar el primer cuerpo polar (Marei et al., 2012; Ahumada, 2006).

1.3.2 Capacitacion espermatica

Los espermatozoides de los mamiferos sufren una serie de cambios
bioquimicos y biofisicos antes de la fertilizacion, denominados capacitacion (Wani,
2002). Para la FIV es esencial llevar acabo dicho proceso de forma artificial, lo que
implica someter a los espermatozoides a un procedimiento de seleccion, en el cual
sblo aquellos de mejor calidad y motilidad son separados del plasma seminal,
espermatozoides muertos o inmoviles, diluyentes y crioprotectores (Urrego et al.,
2008, Correa y Zavos, 1996). Entre los principales métodos de capacitacion in vitro
se encuentra el swim-up, en el que se seleccionan los espermatozoides en virtud de
su motilidad intrinseca, el semen es depositado en el fondo de un tubo de ensayo
con el medio adecuado, se incuban por espacio de una hora y solo los de mejor
motilidad nadan hacia arriba, de tal manera que al momento de retirar el contenido
de la parte superior del tubo se seleccionan los espermatozoides vivos y con
motilidad rectilinea progresiva (Urrego et al., 2008; Garcia, 2004). Y el método de
gradientes de Percoll, aplicado para la separacion de células por densidad y
centrifugacion, los espermatozoides son seleccionados en virtud de su velocidad
potencial y su alta densidad, de manera que aquellos motiles migran de las zonas de
menor densidad hacia las de mayor densidad, sin causar ninguna alteracion en su
viabilidad (Guimaraes et al., 2014; Hara et al., 2012; Urrego et al., 2008; de los

Reyes et al., 1996).
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1.3.3 Inseminacion y Co—-incubacioén de gametos

El tiempo de co-incubacion entre ovocitos y espermatozoides, es importante
para el desarrollo de los embriones; un tiempo demasiado prolongado puede ser
perjudicial, debido a la produccion de radicales de oxigeno, ademas de un aumento
en las tasas de poliespermia. El tiempo habitual de co-incubacién oscila entre 18 y 24

horas, periodo en el que se han obtenido resultados satisfactorios (Ordofiez, 2005).

En procesos in vitro, la fertilizacion puede ser corroborada mediante la tincion
de los ovocitos, una vez transcurrida su co-incubacidon con los espermatozoides,
clasificandolos de la siguiente manera: Fertilizacidn normal: ovocitos con presencia
de dos cuerpos polares y dos pronucleos; Fertilizacion anormal: ovocitos con tres
pronudcleos y un cuerpo polar; Poliespermia: ovocitos con mas de tres prondcleos;
Inactivados (No fertilizados): ovocitos arrestados en metafase Il con un cuerpo polar
y un espermatozoide sin descondensar (Hara et al.,, 2012; Shirazi et al., 2009;

Gomez et al., 1998).

1.3.4 Produccién de embriones in vitro

El estudio del campo moderno del cultivo de embriones abarca varias
décadas; siendo a finales del siglo XX, el momento en que resurgido un mayor interés
en lafisiologia y metabolismo embrionario (Gardner y Lane, 2014). Sin embargo, los
resultados del desarrollo embrionario in vivo frente a los del desarrollo embrionario in
vitro han distado bastante, pues bajo condiciones de cultivo in vitro, el desarrollo de

los embriones de mamifero esta asociado a la tasa de division, un bloqueo especifico
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por especie y una reducida viabilidad (Gardner y Lane, 1993). Los problemas que
presenta el proceso artificial de desarrollo embrionario proviene de elementos
necesarios que dan un medio ambiente muy selectivo y competente para la viabilidad
de los embriones; entre estos factores se encuentran los componentes del medio de
cultivo, ante los cuales los embriones son marcadamente exigentes en cuanto a
requerimientos de energia, aminodcidos, vitaminas y otros elementos que
proporcionan un ambiente favorable (Wani, 2002; McKiernan y Bavister, 2000;
Bavister et al., 1983). Ademas, se debe tener presente que cuatro eventos
importantes ocurren durante los primeros siete dias de cultivo: las primeras
divisiones, la activacion del genoma embrionario durante el paso de 8 a 16 células, la
compactacion de la morula sobre el dia cinco de cultivo, y la formacion del blastocisto
acompafiada por la formacién de las primeras lineas celulares embrionarias (Mejia et

al., 2009; Havlicek et al., 2005).

El estadio de desarrollo embrionario determina la clasificacion y éste es el
primer factor utilizado para evaluar la viabilidad. De acuerdo a la edad embrionaria se
debe tener en cuenta el dia de fertilizacién, ya que éste sera considerado dia cero,
de esta manera los embriones pueden ser examinados dentro de las primeras 36
horas de cultivo para determinar si su desarrollo se encuentra retardado o presenta
una pérdida en su potencial de desarrollo. De este modo podremos considerar, el

siguiente cronograma:

Dia 1. Cigoto.
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Dia 2. Embrion de 2 blastdbmeros.

Dia 3. Embrién de 4 blastémeros.

Dia 4. Embrion de 8 blastdmeros.

Dia 6. Morula temprana (aproximadamente 32 células ligeramente distinguibles)

Dia 6.5. Moérula tardia (aproximadamente 64 células adheridas de manera

compactada).

Dia 7. Blastocisto temprano, tiene una apariencia con un color ligero sobre un lado

de la masa celular debido a la formacién del blastocele.

Dia 8. Blastocisto expandido, el blastocele se ha expandido hasta llenar la zona
pellicida y su masa celular interna es restringida a una pequefia area dentro

del trofoblasto.

Dia 9. Blastocisto eclosionado, el embribn emerge completamente de su zona
pellicida, comienza a elongarse y pierde su apariencia redonda (Dorn y

Kraemer, 1987).

1.3.5 Bloqueo en el desarrollo

Un fendbmeno comunmente observado durante la produccién de embriones in
vitro es el blogueo del desarrollo temprano, el cual ocurre en una etapa concreta de
la segmentaciéon para cada especie; este bloqueo no implica la muerte inmediata del

embridn, pero si constituye una situacion irreversible. Se han postulado diferentes
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hipétesis que explican este fendmeno, las cuales involucran desoérdenes en la
cromatina, reorganizacion del citoesqueleto, estrés oxidativo y dafios mitocondriales.
Se sabe que los embriones no competentes no culminan su division exitosamente y
se bloquea su desarrollo antes de alcanzar el estadio de blastocisto, mientras que los
competentes regulan la presentacion de apoptosis y alcanzan los estadios pre-
implantatorios (Vafaye et al., 2014; Henrique et al.,, 2012; Tarazona et al., 2010;
Herradodn et al., 2007). Los sistemas de produccion de embriones in vitro simulan las
condiciones del ambiente oviductal y uterino, buscando igualar las tasas de
desarrollo embrionario in vivo hasta estadios pre-implantatorios (Meirelles et al.,
2004). En promedio se pierden entre el 60 y 70% de los ovocitos madurados in vitro,
posterior a la fertilizacion, pues el cigoto es incapaz de sobrellevar su desarrollo
exitosamente blogueandose antes de llegar a blastocisto, en el caso del bovino este
detenimiento ocurre durante el cuarto ciclo celular, es decir, en el paso del embrion
de 8 a 16 células, momento que coincide con la activacion completa del genoma
embrionario; se plantea que esto se debe a la incapacidad de activar genes
importantes para el desarrollo (p53, p21, Bax, Bcl2) y el estrés producido por factores
del ambiente alterado al cual estdn sometidos como la temperatura, humedad, pH,
gases, etc. (Tarazona et al., 2010). Meirelles et al., (2004) sugieren que el bloqueo
no es un fendmeno pasivo, sino que requiere la participacion activa de rutas de
sefalizacion que demandan la activacion del genoma embrionario. Por ello, cabe
cuestionarse si este fendbmeno podria estarse presentando bajo las condiciones in
vitro como un mecanismo biolégico para eliminar aquellos embriones que no

cumplan con ciertos criterios de calidad embrionaria (Tarazona et al., 2010).
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. ANTECEDENTES

La produccion de embriones in vitro (PIVE), especialmente en el modelo
bovino, ha sido motivo de mdltiples investigaciones, pues aunque aproximadamente
el 90% de los ovocitos alcanzan la metafase Il y expulsan el primer cuerpo polar
entre las 16 y 24 horas de comenzada la maduracion, solo el 80% es fecundado y
comienzan a dividirse al menos hasta 2 y 4 células (Mucci et al., 2006). No todos son
capaces de alcanzar la etapa de blastocisto, de manera que la tasa generalmente
oscila entre 5y 30% (Ahuja et al., 2009; Lépez et al., 2007); lo que indica un estado
critico en la PIVE, ya que es aqui donde se define en gran medida la calidad de los
embriones obtenidos. Mientras el nimero de blastocistos depende principalmente de
la calidad de los ovocitos, la calidad de los blastocistos esta determinada por el
ambiente de cultivo (Ahuja et al., 2009; Havlicek et al., 2005). Por otro lado, la calidad
de los blastocistos producidos in vitro es menor a la de aquéllos producidos in vivo, y
en comparacion con éstos, muestran numerosas diferencias ultraestructurales que
involucran cambios morfolégicos (embriones mas oscuros y de menor densidad por
su mayor contenido citoplasmico de lipidos, menor nimero de blastobmeros, sobre
todo a nivel de la masa celular interna, zona pelucida fragil y reduccion del espacio
perivitelino), modificaciones cromosémicas (una elevada proporcion de los embriones
presentan mixoploidia, es decir, células poliploides), modificaciones funcionales
(alteraciones en la comunicacion intercelular, con una expresion anormal de las
proteinas que conforman las uniones gap), modificaciones metabdlicas (mayor

contenido en lipidos, presentando mayor concentracion de triglicéridos), alteraciones
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en la expresion génica y con ello mayor incidencia de apoptosis (Hirayama et al.,
2014; Vafaye et al., 2014; Martinez, 2013; Marei et al., 2012; Fields et al., 2011; Kdlle
et al., 2010; George et al., 2008; Herradon et al., 2007). Todo esto determina una
reduccion en su potencial de desarrollo pre- y post-implantacional, ocasionando
bajos porcentajes de gestacion (30 a 40%), escasa resistencia a la criopreservacion
y nacimiento de terneros con anomalias estructurales y funcionales, conocido como
sindrome de exceso de volumen fetal, conllevando a la incidencia de distocias
(Ordofiez et al., 2014; Henrique et al., 2012; Wang et al., 2012; Neira et al., 2010;

Ahuja et al., 2009; George et al., 2008; Herradon et al., 2007).

Estos resultados obtenidos en la PIVE de bovinos apuntan a la necesidad de
realizar nuevos estudios sobre los medios de cultivo utilizados en el desarrollo
embrionario para mejorar el porcentaje blastocistos, para lo que se ha sugerido
ajustar las condiciones in vitro mediante la formulacién de nuevos medios o utilizar

medios ya existentes con la participacion de células somaticas.

2.1 Tipos de co-cultivos celulares durante el desarrollo embrionario

temprano

Los embriones de los mamiferos pueden ser cultivados bajo un sinnimero de
condiciones; sin embargo, los resultados en cuanto a la viabilidad de los blastocistos
pueden ser extremadamente diferentes; por lo que la viabilidad desde este punto
estd definida como la habilidad del blastocisto para implantarse y desarrollar

exitosamente hasta un feto (Cordova et al., 2014; Gardner y Lane, 2014; Orsi y
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Reischl, 2007). Ademas, al igual que ocurren cambios en la fisiologia y metabolismo
del embrién, el ambiente en el sistema reproductivo femenino también sufre un flujo
de cambios, ya que en diferentes regiones del tracto ocurren cambios endocrinos,
especificamente en el oviducto y el utero (Gardner y Lane, 2014; Schmaltz et al.,
2014; Avilés et al., 2010). Con el fin asimilar estos cambios de manera artificial se ha
empleado el co-cultivo de los embriones con células somaticas (oviducto, granulosas,
uterinas, y algunas lineas celulares como las células Vero), pues aunque la manera
en la que contribuyen al desarrollo embrionario es desconocido, se han establecido
hipétesis que describen posibles mecanismos que originan efectos benéficos sobre
la PIVE. Entre éstas se puede mencionar, la produccién de compuestos con actividad
mitogénica para las células embrionarias que favorecen la diferenciacion celular, la
eliminacién o degradacion de algunas sustancias embriotoxicas presentes en el
medio de cultivo, asi como la modificacion en las concentraciones de algunos
sustratos energéticos; no obstante, de igual manera existen evidencias que indican
como consecuencia condiciones inapropiadas en el ambiente de cultivo (cambios en
la composicion del medio por alteraciones en los constituyentes, modificaciones en la
atmosfera gaseosa, etc.) que conllevan a la liberacion de sustancias embriotdxicas
(Cordova et al., 2014; Fields et al., 2011; Goovaerts et al., 2010; Herraddn et al.,

2007; Lopez et al., 2007; Orsi y Reischl, 2007; Urman y Balaban, 2005).

Sin embargo, aungue el co-cultivo con células somaticas parece ser esencial
para conseguir una tasa aceptable de desarrollo embrionario, es evidente que con

ello se pierde la definicion del medio y se corre el riesgo de inducir sustancias
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nocivas al cultivo, por lo que a pesar de que con el co-cultivo se obtienen buenos
resultados se tiende a no utilizarlos, debido a los problemas técnicos que conlleva, el
riesgo de contaminacion y los factores que incluye; por ello se opta por el uso de un
medio secuencial, pues se considera mas seguro, al estar estandarizado, ser de facil
manejo y sustituir componentes causantes de la indefinicibn del medio por
macromoléculas sintéticas; sin embargo, su uso supone un costo mas elevado
(Schmaltz et al., 2014; Nera et al., 2010; Herradon et al., 2007; Orsi y Reischl, 2007,
Urman y Balaban, 2005). Ademas los efectos de los co-cultivos son influenciados por
la interaccion de varios parametros, entre los que se incluyen: origen de las células
sOématicas, tratamiento, composicién del medio base, método de cultivo, tiempo de
co-cultivo, presencia de suero, volumen de cultivo, tensiébn de gas/oxigeno,
temperatura, sustrato de células somaticas e inclusion de suplementos (Cordova et

al., 2014; Schmaltz et al., 2014; Orsi y Reischl, 2007).

2.2 Células del cumulus oophorus

El cumulus oophorus (del latin cumulus = montén, oo = huevo + phorus =
portador), es un grupo de células que rodean al ovocito tanto en el foliculo ovarico
como después de la ovulacion. Estd compuesto por células granulosas y la matriz
extracelular laxa compuesta principalmente por acido hialuronico polimerizado (2 500
KDa) conjugado con proteinas de bajo peso molecular; y es secretada por las células
foliculares durante la reanudacion de la meiosis, causando una rapida expansion del
cumulus poco antes de la ovulacion; el grupo celular que se encuentra mas cercano

al ovocito es llamado corona radiada (Marei et al., 2012; Yanagimachi, 1994;
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Legendre y Stewart, 1993; Eppig, 1982). Las células granulosas, que después se
transforman en los cumulus ovaricos, son esenciales para la nutricion del ovocito,
una vez que se ha formado la zona pellcida, estas células producen sustancias
esenciales como &cido lactico y piravico (Dey et al., 2012; Familiari et al., 2006;
Austin y Short, 1982). El origen embriologico de las células de la granulosa sigue
siendo controvertido, en la década de 1970, surgieron evidencias de que las primeras
células que hacian contacto con los ovogonios eran de origen mesonéfrico y una vez
asociados hasta formar la capa de células de la granulosa. Ahora se sabe que
proceden de la rete ovarii (tibulos mesonéfricos) y no rodean a las ovogonias hasta

el cuarto mes de gestacion; ademas son vitales para el desarrollo del ovocito.

Caracteristicas fisioldégicas de las células del cumulus oophorus

Durante la maduracion del ovocito, se da una interaccién cercana entre el
ovocito y las células del cumulus que le rodean, estas células soportan la maduracién
e incrementan la maduracion citoplasmica, responsable de llevar a cabo una
fertilizacion normal y el subsecuente desarrollo embrionario. Las células de cumulus
durante la maduracioén in vitro se ha demostrado que sufren apoptosis y contribuyen
a proteger al ovocito del estrés oxidativo inducido a su vez por la apoptosis, algo que
no ocurre in vivo (Lin et al., 2009; Familiari et al., 2006). Se ha observado que al
realizar cultivos de células de la granulosa in vitro, es importante tomar en cuenta la
densidad de las placas, ya que juegan un papel critico para la diferenciacion; pues a
menor densidad hace que las células granulosas muestren una produccion de

estrogenos, mientras que una mayor densidad hace aparecer progesterona, como la
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producida por células de la teca luteinica (S