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Resumen

Introduccién: La transferencia nuclear de células sométicas (TNCS) es una biotecnologia con
aplicacion en diferentes areas tales, como la replicacion de animales de interés zootécnico, especies
silvestres amenazadas y animales transgénicos. No obstante, la TNCS no ha tenido la aplicacion
practica como otras biotecnologias reproductivas, debido a factores intrinsecos de la propia técnica,
tales como resistencia a la reprogramacion de la célula somatica, pobre potencial de reprogramacion
de los ovocitos, traumatismo por manipulacion y condiciones sub6ptimas del cultivo embrionario in
vitro. Por otra parte, se ha reportado que la adicién de fluido oviductal (FO) y uterino (FU) en el
medio de cultivo in vitro de embriones generados por FIV en diferentes especies domésticas, tiene un
efecto positivo en el desarrollo y la calidad embrionaria; debido a que el FO y el FU contienen una
amplia variedad de proteinas que cumplen diferentes funciones durante el desarrollo embrionario y
de las cuales carecen los medios de desarrollo embrionario in vitro. El objetivo del presente estudio
fue evaluar el volumen, la osmolaridad, la concentracion y el patrén de distribucion de las proteinas
del FOy FU, e identificar las proteinas OVGP1, HSP70 y Ezrin que son importantes para la fisiologia
reproductiva. Una vez que se evaluaron dichas propiedades, se analizo el efecto del FO y FU en el
desarrollo de embriones clones y partenogenéticos de Ovis aries, asi como en el balance de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y glutation (GSH).

Resultados: Se obtuvo en promedio de 3.2+1.5 pL de FO y 17+0.5 pL de FU por aparato reproductor;
la osmolaridad fue de 343 + 20.8 mOsm kg™ y 280 + 96.2 mOsm kg y la concentracion de proteinas
fue de 71.9+238¢g L1y 21.8+1.1 g L7, respectivamente. En el patron de distribucion de proteinas
se observaron 20 bandas en FO y 14 bandas en FU. De ellos, 14 y 8 fueron especificos de FOy FU y
6 comunes a ambas. El espectro de pesos moleculares de las proteinas fue de 24 a 324 y de 29 a 353
kDa para FO y FU. Se identificé la presencia de las proteinas OVPG1, HSP70 y Ezrin en ambos
fluidos, encontrandose en mayor cantidad en el FO. No se observd efecto en el desarrollo de
embriones partenogenéticos y clones con 0.5% de FO y FU. Sin embargo, al 1y 2% de FO y FU, se
observé un efecto negativo en las primeras divisiones en los embriones partenogenéticos y en la etapa
de blastocisto para los embriones clones. Se observ una disminucion de los niveles intracelulares de
ERO y GSH en los blastocistos partenogenéticos tratados con 1.0% de FO y FU, mientras que no se
observé efecto alguno en los embriones clones. Sin embargo, los embriones clones presentaron mayor
concentracion de GSH que los embriones partenogenéticos.

Conclusiones: El volumen recuperado de FU fue 5 veces mayor que el de FO. Tanto la osmolaridad
como la concentracion de proteinas fueron mayores en FO que en FU (1.2 y 3 veces mayores). El
patron de distribucion de proteinas entre FO y FU fue diferente, siendo més complejo en FU. Las

proteinas OVGP1, HSP70 y Ezrin fueron identificadas en el FO y FU, encontrdndose en mayor



cantidad en el FO. No se observo efecto de los FO y FU sobre el desarrollo embrionario y el balance

redox en los embriones clones de ovino generados por clonacién manual.



Abstract

Introduction: Somatic cell nuclear transfer (SCNT) is a biotechnology with different application fields
such as replication of zootechnical interest animals, endangered wildlife and transgenic animals.
However, SCNT has not had the practical application like other reproductive biotechnologies, due to
intrinsic factors of the technique itself, such as resistance to somatic cell reprogramming, oocytes
with poor reprogramming potential, handling trauma and suboptimal conditions of embryonic culture
in vitro. Moreover, it has been reported that supplementing oviductal fluid (OF) and uterine fluid
(UF) during in vitro culture of IVF embryos in different domestic species has a positive effect on
embryo development and quality; because OF and UF contain a wide variety of proteins which
perform different functions during embryonic development and which are lacking in vitro culture
medium for embryo development. The aim of this study was to evaluate the volume, osmolarity,
concentration and proteins distribution pattern of OF and UF, identify the proteins OVGP1, HSP70
and Ezrin which are important for reproductive physiology. Once these properties were evaluated,
the effect of OF and UF on the development of clone and parthenogenetic embryos of Ovis aries was
analyzed, as well as the balance of reactive oxygen species (ROS) and glutathione (GSH).

Results: An average of 3.2+1.5 pL of OF and 17+£0.5 yL of UF per reproductive system was obtained;
osmolarity was 343+20.8 mOsm kg* and 280+96.2 mOsm kg* and protein concentration was
71.9+23.8 g L't and 21.8+1.1 g L, respectively. The protein distribution pattern, 20 bands in OF and
14 bands in UF were observed. Of these, 14 and 8 were specific to OF and UF and 6 were common
to both. The molecular weight spectrum of proteins was 24 to 324 and 29 to 353 kDa for OF and UF.
The presence of the proteins OVPG1, HSP70 and Ezrin in both fluids was identified, being in greater
quantity in the OF. No effect was observed in the development of parthenogenetic embryos and clones
with 0.5% OF and UF. However, at 1 and 2% of OF and UF, a negative effect was observed in the
first divisions in parthenogenetic embryos and in the blastocyst stage for clone embryos. A decrease
in intracellular levels of ROS and GSH was observed in parthenogenetic blastocysts treated with 1.0%
OF and UF, while no effect was observed in clone embryos. However, clone embryos had higher
concentrations of GSH than parthenogenetic embryos.

Conclusions: The volume of UF recovered was 5 times greater than OF. Both osmolarity and protein
concentration were higher in OF than in UF (1.2 and 3 times higher). The protein distribution pattern
between OF and UF was different, being more complex in UF. The proteins OVGP1, HSP70 and
Ezrin were identified in the OF and UF, being in greater quantity in the OF. No effect was observed
of OF and UF on embryonic development and redox balance on sheep clone embryos by Handmade

Cloning.

Xi



Lista de abreviaturas

FAO: Food and Agriculture Administration

IETS: International Embryo Technology Society
TRA: Técnicas de reproduccion asistida

FIV: Fertilizacion in vitro

ICSI: Inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide
TNCS: Transferencia nuclear de células somaticas
IA: Inseminacion Artificial

LOS: Sindrome de crias grandes

AOS: Sindrome de crias anormales

FO: Fluido oviductal

FU: Fluido uterino

OVGP1.: Glicoproteina especifica del oviducto
HSP70: Proteina de choque térmico 70

ERO: Especies reactivas de oxigeno

GSH: Glutation reducido

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas
FSH: Hormona foliculo estimulante

LH: Hormona luteinizante

CL.: Cuerpo lateo

PGF2a: Prostaglandina Fzq

MCI: Masa celular interna

ZP: Zona pelucida

MOET: Transferencia de embriones por ovulacion multiple

MIV: Maduracién in vitro
SOF: Synthetic oviductal fluid
UV: luz ultravioleta

HMC: Handmade cloning
LTE: Fase lutea temprana
LTA: Fase ldtea tardia

SFB: Suero fetal bovino

BSA: Alblmina sérica bovina

Xii



1. INTRODUCCION

Los ovinos fueron una de las primeras especies en ser domesticadas hace 8000 a 9000 afios
aproximadamente y presentan una amplia distribucion geogréafica debido a su gran adaptabilidad a
diferentes tipos de climas (FAO, 2015). La poblacién mundial de ovinos alcanzé los 1.2 billones de
individuos para el afio 2012 y se han registrado alrededor de 1400 razas (Romanov et al., 2021). De
acuerdo con datos de la Asociacién Internacional de Tecnologia de Embriones (IETS, por sus siglas
en inglés), la produccién de embriones in vitro de ovinos ha aumentado sustancialmente (340%) del
afio 2021 al 2022 (Viana, 2022), lo cual significa que existe una demanda de las técnicas de

reproduccion asistida (TRA) en esta especie.

Entre las técnicas de produccion de embriones in vitro, tenemos a la fertilizacion in vitro (FIV),
la inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI) y la transferencia nuclear de células
somaéticas (TNCS). Esta Gltima consiste en transferir el ndcleo de una célula somatica, que donara su
informacién genética (carioplasto), a un ovocito previamente enucleado, que sera el receptaculo
citoplasmatico (citoplasto) del ndcleo donado (Gurdon, 2013). A partir de la integracion de estos
elementos se forma una nueva célula que se desarrollara en un embrién clon, de la cual se obtendra
una cria genéticamente idéntica al individuo donde se obtuvo la informacién genética. No obstante,
entre los clones pueden presentarse diferentes fenotipos regulados por mecanismos epigenéticos
(Olsson et al., 2022).

Debido al potencial de la TNCS tiene diferentes aplicaciones, por ejemplo: en la propagacion de
animales productivos de alto valor comercial (Selokar et al., 2018), rescate de animales silvestres en
peligro de extincion (Loi et al., 2001; Gémez et al., 2004; Kim et al., 2007; Yang et al., 2010)
recuperacion de animales de compafiia (Loi et al., 2021), animales genéticamente modificados con
fines biomédicos (Li et al. 2016; Li et al., 2020), editados genéticamente (Zhang et al., 2018a) y en
la produccién de 6rganos para xenotrasplantes (Gao et al., 2017). Sin embargo, a causa de su baja
eficiencia su aplicacién practica es limitada en comparacion con otras TRA, tales como la

inseminacion artificial (1A) y la FIV.

Esto se debe a que los embriones generados por TNCS presentan un bajo potencial de desarrollo
in vitro e in vivo con un limitado nimero de crias recién nacidas sanas. En el caso de los rumiantes,
se suele presentar el sindrome de crias grades (LOS, por sus siglas en inglés) o mas recientemente
denominado sindrome de crias anormales (AQS, por sus siglas en inglés), por la variedad de fenotipos
anormales que presentan las crias al nacer (Loi et al., 2006; Nava-Trujillo y Rivera, 2023). Esta serie
de problemas son causados por factores intrinsecos de la técnica de TNCS, tales como el limitado

potencial de reprogramacion del citoplasto, la resistencia del carioplasto a la reprogramacion nuclear,



el trauma ejercido a las células durante su manipulacién y las condiciones suboptimas del cultivo in

vitro de embriones (Simmet et al., 2021).

En las dltimas décadas se han empleado fluidos oviductales (FO) y uterinos (FU) durante el
cultivo in vitro de embriones, con la finalidad de aportar una amplia variedad de proteinas y factores
de crecimiento, de los cuales carecen los medios de desarrollo embrionario (Cajas et al., 2021; Coy
et al., 2022). Se ha reportado en bovinos y cerdos que la suplementacién de FO y FU durante el
cultivo in vitro mejora la calidad de los embriones producidos por FIV. Presentan menor nivel de
especies reactivas de oxigeno (ERO), mayor nimero de células en la etapa de blastocisto, aumento
de la viabilidad embrionaria postvitrificacion y el nivel de marcas epigenéticas es muy similar al de
embriones producido in vivo (Barrera et al., 2017; Canovas et al., 2017; Lopera-Vasquez et al., 2017;
Hamdi et al., 2018).

Por lo tanto, la finalidad del presente estudio fue determinar el volumen, la osmolaridad, la
concentracion y el patron de distribucion de las proteinas, asi como la identificacion de las proteinas:
Glucoproteina especifica del oviducto u Oviductina (OVGP1), proteina de choque térmico 70 (en
inglés Heat Shock Protein 70 o HSP70) y la Ezrin (proteina asociada a los microfilamentos de actina
en el citoesqueleto de la célula, que sirve como regulador de membrana y sefializador (Neisch y
Fehon, 2011) de los FO y FU de ovejas en la fase lGtea temprana del estro. Posteriormente, se evalud
el efecto de la concentracion de FO y FU sobre el desarrollo embrionario y la calidad de embriones
clones de O. aries en términos de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) y del
antioxidante glutation reducido (GSH).



2. MARCO TEORICO

1.1 Anatomia y Fisiologia del Oviducto

El oviducto de los mamiferos es una estructura altamente especializada que ademas de
conectar al ovario con el Utero, interviene en procesos fundamentales de la reproduccion de las
hembras. Anatdmicamente se divide en cuatro segmentos (Senger, 2015): a) el infundibulo con sus
correspondientes fimbrias se encarga de captar al ovocito recién ovulado, b) el &mpula que es el
segmento mas prominente es el sitio donde ocurren la fertilizacion y el inicio del desarrollo
embrionario, c) el istmo que tiene un didmetro menor que el &mpula, sirve como reservorio de los

espermatozoides y d) la union Utero-tubal que comunica al oviducto con el Gtero (Figura 1).

Células secretoras Células ciliares

Infundibulo

g
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Ee Desarrollo embrionario preimplantacional
Fertilizacién

Figura 1. Anatomia del oviducto (Tomado y modificado de Hyttel et al., 2010 y Kélle et al., 2020).

De acuerdo a su anatomia microscopica, cada uno de estos segmentos se compone de cuatro
capas, a) la capa mas interna es la mucosa y se caracteriza por la presencia de pliegues primarios,
secundarios y terciarios que varian dependiendo del segmento, b) después encontramos una capa de
tejido conectivo ampliamente vascularizada e inervada, ¢) enseguida una capa de musculo liso, que a
su vez esta conformada por tres capas: una interna longitudinal, una intermedia circular y una externa
longitudinal, d) finalmente esta la capa serosa, conformada por mesotelio del peritoneo (Kélle et al.,
2020).

El epitelio del oviducto esta constituido de células ciliares y células secretoras (no ciliares),
cuyo nimero y proporcion varian de una region a otra del oviducto (Figura 1). Se ha descrito tanto

para el oviducto de hamster como el de vaca, que la poblacién de células ciliares aumenta hacia las



areas de las fimbrias del infundibulo, mientras que la poblacién de células secretoras aumenta en las
areas del ampula y el istmo (Abe, 1996). La poblacién de células secretoras es de aproximadamente
del 65% y 50% en el &mpula del oviducto del hdmster y de la vaca, respectivamente (Abe, 1996),
denotando su papel fundamental durante la fecundacion y en las primeras etapas del desarrollo
embrionario.

El movimiento coordinado de las células ciliares es importante para los procesos fisioldgicos
reproductivos tales como la capacitacion espermatica y el transporte de gametos y embriones. Por
otra parte, la fisiologia de las células secretoras esta especificamente programada para la sintesis y

secrecion de diversas moléculas dentro del lumen oviductal (Binelli et al., 2018).

1.2 Composicion del Fluido Oviductal

El fluido oviductal es una mezcla compleja de sales inorganicas y macromoléculas disueltas
en agua, derivada de los componentes sintetizados de las células secretoras oviductales y del
trasudado selectivo del plasma sanguineo (Lee, 1988). Este es el medio de transporte de gametos y
embriones que suministra los componentes metabdlicos necesarios y, a través del cual, se dara la
comunicacion e interaccion con el oviducto (Li y Winuthayanon, 2017).

Se ha descrito que el FO contiene elevadas concentraciones de iones de potasio y bajas
concentraciones de iones de calcio en comparacion con el plasma; estas sales inorgéanicas van a
intervenir en los procesos de osmosis, asi como también en la regulacion del pH del FO en un rango
de entre 7.5 a 8.0 (Lee, 1988). Por otra parte, el FO contiene varios componentes metabdlicos tales
como glucosa, lactato, piruvato y aminoacidos, cuyas respectivas concentraciones difieren del FU y

el plasma sanguineo (Avilés et al., 2010).

1.2.1 Aminoéacidos

Los aminoacidos son moléculas constituidas por un grupo amino, un grupo carboxilo y una
cadena lateral o grupo R que es Unica para cada aminodcido. Tedricamente existen y pueden
sintetizarse una gran variedad de aminoacidos, pero usualmente son 20 aminodacidos los involucrados
en procesos biol6gicos, de los cuales nueve o diez son considerados esenciales y siete como no
esenciales (Leese et al., 2021). Los aminoacidos presentes en el FO actian como precursores para la
sintesis de proteinas y de acidos nucleicos para el desarrollo embrionario, también funcionan como
moléculas de sefalizacién, osmolitos, antioxidantes, transportadores de electrones y son una fuente
de energia (Saint-Dizier et al., 2019).

Todos los aminoéacidos, tanto esenciales como no esenciales, estan presentes en el FO de los
mamiferos, entre los cuales la alanina, glicina, glutamato y lisina se encuentran en mayor
concentracion que en el plasma sanguineo (Saint-Dizier et al., 2019). Por ejemplo, en el caso del FO



de la oveja, la alanina y la glicina representan el 45% del total de los aminoacidos (Wales, 1973).
Otros aminoacidos que se encuentran en cantidades considerables son: la valina, lisina, glutamina,
arginina, isoleucina y fenilalanina (Hill et al., 1997).

Dentro de estos aminoacidos, la cisteina, glicina y el acido glutamico son los precursores del
tripéptido glutation, cuya forma reducida es GSH, el cual es un antioxidante no enzimatico que se
encuentra en concentraciones de milimoles (1-10 mM) en las células de los mamiferos, incluyendo a
los ovocitos (Averill-Bates, 2023).

1.2.2 Lipidos

A pesar de que los carbohidratos son la principal fuente de energia para los embriones, los
lipidos acumulados en los ovocitos y embriones sirven como una fuente potencial de energia, ademas
de su papel en la proliferacion y diferenciacion celular (Shi y Sirard, 2022). Las secreciones
oviductales contienen una variedad de lipidos tales como el colesterol, triglicéridos y acidos grasos.
En el FO de la vaca se han identificado glicerofosfolipidos y esfingolipidos, que son lipidos comunes
de la membrana plasmatica y participan en diferentes vias de sefializacion. EI FO ademas contiene L-
carnitina que participa en la beta oxidacién de los lipidos, asi como también albumina y lipoproteinas

de alta y baja densidad que son acarreadores de lipidos (Saint-Dizier et al., 2019).

1.2.3 Proteinas

Con el surgimiento de la proteémica, que describe a todas las proteinas expresadas por un
genoma (Wilkins et al., 1996), se han identificado, cuantificado y separado las proteinas de diferentes
organismos por medio de técnicas que van desde el Western Blot, y el ELISA, hasta técnicas mas
sofisticadas y complejas como la cromatografia y la espectrometria de masas. A partir de ellas se ha
analizado el proteoma de los fluidos reproductivos en diferentes especies domésticas, enfocados
principalmente a la regulacion hormonal en las diferentes etapas del ciclo estral, la interaccion
gameto-maternal, la comunicacién materno-embrionaria, el desarrollo folicular y la fertilidad (ltze-
Mayrhofer y Brem, 2020).

Las proteinas se clasifican en diferentes grupos: (i) factores de crecimiento, citocinas y
receptores, (ii) hormonas y receptores, (iii) proteasas e inhibidores, (iv) agentes antioxidantes, (v)
agentes de defensa, (vi) glicosidasas y glicosil-transferasas, (vii) otras enzimas, (viii) chaperonas y
proteinas de choque térmico, (ix) otras proteinas, (x) proteoglicanos y glucosaminoglicanos y, (xi)
otros componentes (Avilés et al., 2010).

En el fluido cervical, uterino y oviductal de la oveja se han identificado 749, 827 y 624
proteinas, respectivamente (Figura 2A), las cuales se encuentran en diferentes compartimentos

celulares (Figura 2B) y participan en diversas funciones celulares (Figura 2C). Durante el estro, las



proteinas mas abundantes del FO son la Oviductina (OVGP1), la isocitrato deshidrogenasa que
participa en el ciclo de Krebs, el factor de elongacion 1-al imprescindible para la biosintesis de
proteinas, la proteina de choque térmico de 71 kDa perteneciente a la familia de proteinas de respuesta
al estrés, la proteina e 14-3-3 y la anexina A8, que es una proteina de union al Ca?* relacionada con
la organizacién y estructura de los fosfolipidos de la membrana plasmatica y con las proteinas del
citoesqueleto. Mientras que en la fase lutea, las proteinas con mayor abundancia son la macrobulina
a-2, que funciona como anticoagulante y promueve la proliferacion celular, la ceruloplasmina, que
es una proteina transportadora de cobre, la gelsolina que es una proteina involucrada en el ensamblaje
y desensamblaje de los filamentos de actina, la transferrina que es una proteina transportadora de
hierro y el factor B del complemento, que participa en la proliferacion y pre-activacion de los
linfocitos B (Soleilhavoup et al., 2016) (Tabla 1).
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Figura 2. Clasificacion de las proteinas mas abundantes del cérvix, oviducto y Utero de la oveja. A)
Numero de proteinas especificas y comunes entre el cérvix, oviducto y utero. B) Origen celular de
las proteinas. C) Clasificacion de la funcion celular de las proteinas (Tomado y modificado de
Soleilhavoup et al., 2016).

El oviducto de las hembras de los mamiferos esta bajo cambios morfolégicos, bioquimicos y
fisioldgicos durante el ciclo estral. La secrecion de algunas moléculas parece responder a la influencia
ciclica de las hormonas, mientras que otras son secretadas a un ritmo constante. Ha sido sugerido que



existe un gradiente en la secrecién de las proteinas oviductales, desde el infundibulo a través del
ampula y hacia el istmo, incluso algunas claras distinciones en la misma region (Buhi et al., 2000).

Tabla 1. Proteinas oviductales mas abundantes durante el estro y la fase IGtea en la oveja.

Proteinas mas abundantes

Estro Fase lutea
Simbolo  Nombre Simbolo  Nombre
OVGP1 Glucoproteina especifica del oviducto a2M Macrobulina-2-Alpha
IDH1 Isocitrato deshidrogenasa CP Ceruloplasmina
HSPAS Proteina de choque térmico de 71 kDa GSN Gelsolina
EEFA1 Factor de elongacion 1-al TTR Transtiretina
YWHAE Proteina épsilon 14-3-3 CFB Factor complejo B
ANXA8  Anexina A8 LTF Lactotransferrina

(Soleilhavoup et al., 2016).

1.3 Ciclo Estral de la Oveja

El ciclo estral es una secuencia de eventos endocrinos regulados por el hipotdlamo que secreta
GnRH, la adenohipdfisis que produce FSH y LH, el ovario y sus respectivas estructuras como los
foliculos que producen estradiol (E2) e inhibina (INHA) y los cuerpos liteos que secretan
progesterona (P4) y oxitocina (OXT) y, finalmente el Utero que es responsable de la secrecion de las
prostaglandinas F2a y PGE2 (Cortez y Gallegos, 2014).

La oveja es una especie con mayor actividad sexual a finales del verano y en otofio, para que
los partos tengan lugar en primavera, el momento mas favorable para la supervivencia de los corderos.
En este periodo de actividad reproductiva, la oveja presenta una sucesion de ciclos estrales (intervalo
de tiempo entre dos celos consecutivos) con una duracién media de 17 dias, y una variacion entre 16
y 19 dias (Abecia y Forcada, 2010).

Tomando como dia 0 el inicio del celo, el ciclo estral se puede dividir en dos fases, la fase
lutea (dias 1-12) y folicular (dias 13-17) (Figura 3). Durante la fase lutea los niveles plasmaticos de
P4 aumentan gradualmente hasta alcanzar niveles de entre 1y 5 ng mL* a partir de los dias 6 y 7 del
ciclo. Esto ocurre después de la ovulacion, cuando el foliculo de Graaf se llena de sangre para
constituir el cuerpo hemorragico que, por influencia de la LH, estimula la proliferacion y la
transformacion de las células de la granulosa del foliculo roto en células luteinicas que conformaran
el cuerpo luteo (CL), aproximadamente al 4° dia del ciclo. En esta fase se producen en promedio tres

ondas de crecimiento folicular, las dos primeras concluiran con atresia folicular, mientras que la



Gltima daré lugar al foliculo que ovulara en el siguiente ciclo estral (Abecia y Forcada, 2010;

Hernandez y Fernandez, 2010).
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Figura 3. Ciclo estral de la oveja (Tomado y modificado de Hyttel et al., 2010).

Si no se produce una gestacion durante la fase lutea, el CL secretara OXT que provocara la
descarga de PGF2a por el endometrio. Son necesarios al menos cinco pulsos de PGF2a para que se
produzca la lisis del CL y asi finalice la fase lutea, para iniciar la siguiente fase. Durante la fase
folicular, se intensifica la frecuencia de los pulsos de GnRH y LH, debido a la caida de los niveles
plasmaticos de P4 tras la lisis del CL, la frecuencia de los pulsos de GnRH y LH puede llegar hasta a
1 pulso/h. El aumento de la frecuencia pulsatil de LH, facilita la maduracidn final de los foliculos en
crecimiento con lo que a su vez incrementaran los niveles de E2 producidos por los mismos. Esto
dard lugar a las manifestaciones externas del comportamiento de celo que preceden el pico
preovulatorio de LH, el cual se asocia con un aumento notable del flujo sanguineo al ovario y al
foliculo dominante, aumentando la presion folicular que culmina con la ovulacion (Abecia y Forcada,
2010).

1.4 Desarrollo Embrionario Temprano

La reproduccion de las especies es el resultado de una serie de procesos bioldgicos que
involucran la fecundacion del ovocito por el espermatozoide y la unién de ambos genomas para
comenzar el desarrollo de un nuevo individuo. Las etapas del desarrollo entre la fecundacion vy el

nacimiento reciben el nombre de embriogénesis, misma que se divide en dos principales etapas: el



desarrollo embrionario temprano o pre-implantacional y el desarrollo embrionario tardio o post-
implantacional (Gilbert, 2023).

El desarrollo embrionario temprano comienza con la segmentacion del cigoto, en mamiferos
el plano de la primera division es meridional, mientras que, en la segunda division, uno de los
blastomeros se divide meridionalmente y el otro ecuatorialmente (Gilbert, 2023). Durante la
segmentacion, las divisiones mitéticas no presentan fase de crecimiento celular, por lo cual, el tamafio
de los blastomeros resultantes es cada vez menor, de tal forma que el volumen del embrién se
mantiene, mientras que el nimero de células aumenta. EI nimero de los blastdbmeros puede variar por
las divisiones asincrénicas del embrion; es decir, no todos los blastomeros se dividen al mismo
tiempo, por lo que se pueden encontrar embriones con un nimero de blastomeros impar (Hyttel et al.,
2010).

Después de algunos ciclos de division, los blastomeros forman una esfera llamada mérula,
cuyos blastomeros externos comienzan a compactarse mas que los blastomeros centrales,
dividiéndose en blastomeros externos e internos. La compactacion de los blastémeros externos es
estabilizada por uniones estrechas que se forman a partir de moléculas de adhesion celular como la
cadherina-E y complejos de proteinas tales como claudinas y ocludinas. Estas uniones sellan el
interior del embrién, dejando confinados a los blastdmeros internos, los cuales establecen
comunicacion entre ellos por medio de uniones GAP, que permiten el flujo de iones y pequefias
moléculas (Gilbert, 2023; Senger 2015).

El embridn en estadio de morula compacta experimenta un proceso de cavitacién, en donde
las células externas transportan Na* al espacio intersticial de las células internas para crear un
gradiente de concentracidn. Esto genera que al interior de la mérula compacta se almacene agua por
6smosis y se forme una cavidad denominada blastocele (Sanger, 2015).

En este momento el embridn recibe el nombre de blastocisto, el cual est4 conformado por dos
tipos celulares: las células del trofoblasto que se encuentran en el exterior formando un epitelio y las
células de la masa celular interna (MCI) que se forman en un polo dentro del embrién (Hyttel et al.,
2010). A partir de las células del trofoblasto se derivaran la mayoria de los tejidos extraembrionarios
gue forman a la placenta, mientras que las células de la MCI daran lugar al hipoblasto y epiblasto. A
partir de este Gltimo se derivaran las tres capas germinales que daran origen a todos los tipos celulares
que forman propiamente al embrién. También del epiblasto se derivaran las células germinales
primordiales y parte de los anexos embrionarios (Sanger, 2015).

Las células del blastocisto siguen dividiéndose y el blastocele aumenta de tamafio conforme
se llena de liguido hasta alcanzar un tamafio considerable, en esta etapa el blastocisto esta listo para

eclosionar de la ZP. El proceso de eclosion estd regulado por diferentes mecanismos en donde las



células del trofoblasto secretan enzimas proteoliticas que debilitan y adelgazan la ZP, mientras que
las células del blastocisto comienzan a expandirse y contraerse para hacer presién sobre la ZP, para
generar una fisura a través de la cual saldra el embrion (Hyttel et al., 2010).

Por otro lado, el citoplasma del cigoto, derivado del ovocito, contiene todos los elementos
necesarios (transcritos, proteinas, organulos, etc.) para iniciar con las primeras divisiones del
embrion, las proteinas y transcritos son degradados gradualmente conforme avanza el desarrolloy en
determinada etapa del desarrollo se activara el genoma del embrién y tomara el control de las
subsecuentes etapas del desarrollo embrionario. EI genoma del embridn inicia con una limitada
transcripcién que aumenta posteriormente, esto ocurre en dos fases que son especificas para cada
especie, la activacién menor y mayor del genoma embrionario (Hyttel et al., 2010).

En los ovinos la activacion del genoma embrionario ocurre en la etapa de 8-16 células, en
esta etapa el embridn se encuentra en el oviducto y en etapa de moérula pasara al Gtero, en donde
alcanzard la etapa de blastocisto, la cual se subdivide a su vez en temprano, expandido y eclosionado

dependiendo de su progreso (Abecia y Forcada, 2010) (Tabla 2).

Tabla 2. Etapas de desarrollo embrionario preimplantacional en ovinos

Lugar de Etapa de desarrollo Tiempo (horas)

desarrollo
Inicio del celo 0
Ovulacion 24-30

Oviducto 2 blastomeros 56
4 blastomeros 60
8 blastomeros 72
16 células: morula 96
48 células (44-150): mérula 120

Utero 100 células (44-150): blastocisto temprano 144

200 células (138-308): blastocisto expandido 168
400 células (150-550): blastocisto eclosionado 192
400 células (250-650): blastocisto eclosionado 216

(Tomado y modificado de Abecia y Forcada, 2010)

1.5 Tecnologias de Reproduccion Asistida en Ovinos

Las tecnologias de la reproduccion asistida (TRA) tienen como finalidad incrementar la
diseminacion de animales genéticamente superiores, disminuir el intervalo generacional y aumentar
la productividad (Falchi et al., 2022). Entre los pequefios rumiantes tenemos a los ovinos, la cual es

una especie rustica; es decir, esta adaptada a condiciones climaticas adversas sin que éstas alteren su
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funcidn reproductiva y productiva (Simdes et al., 2021), lo cual ha permitido su diseminacién en
diferentes areas geogréaficas del planeta. Las ovejas son poliéstricas estacionales, es decir, presentan
varios ciclos estrales durante la estacion reproductiva (otofio-invierno); debido a esta restriccion
reproductiva, las TRA han sido de gran utilidad para mejorar la ganancia genética en esta especie
(Amiridis y Cseh, 2012).

Entre las TRA adaptadas a los ovinos, se encuentra la 1A, asi como la produccion in vivo e in
vitro de embriones. La produccién in vivo de embriones conlleva el control hormonal del ciclo estral,
la superovulacion de las ovejas donadoras y la IA con semen congelado o fresco; con esta estrategia
se induce una ovulacion multiple y la transferencia de los embriones (MOET, por sus siglas en inglés)
(Amiridis y Cseh, 2012; Smith et al., 2017; Falchi et al., 2022).

La produccién in vitro de embriones por FIV en ovinos se puede dividir en tres etapas, a) la
maduracion in vitro de ovocitos (MIV); que implica la obtencién de los complejos ovocitos-cumulus
de hembras in vivo por ovum pick up (OPU), o a partir de ovarios Post mortem, b) la FIV; en la cual
se utiliza semen fresco o descongelado y, finalmente, c) el cultivo in vitro de embriones; en el que se
tiene la opcidn de emplear un medio permanente, o medios secuenciales entre los cuales se encuentra
el fluido oviductal sintético (SOF, por sus siglas en inglés) (Zhu et al., 2018, Falchi et al., 2022).

El medio SOF puede emplearse como medio permanente si se utiliza la misma formulacion
durante todo el cultivo in vitro, o también puede ser un medio secuencial si se emplean dos
formulaciones (SOF-1 y SOF-2), cada una aportara los requerimientos metabolicos de acuerdo a la

etapa de desarrollo embrionario (Walker et al., 1996; Gardner y Lane, 2014).

1.6 Generacion de Embriones Clones en Ovinos

Entre estas biotecnologias, esta también la clonacion de embriones, que consiste en generar
individuos genéticamente idénticos entre si. Algo que ocurre en la naturaleza como estrategia
reproductiva del armadillo (Dasypus novemcinctus) es que a partir de un s6lo embrion (poli-embrion),
se generan cuatro crias idénticas. En este sentido, lo que sucede en la naturaleza se ha tratado de
imitar en el laboratorio. Es asi como la clonacion de embriones puede verse desde diferentes
perspectivas, una vertical y otra horizontal (Navarro-Maldonado et al., 2003). La primera comprende
las técnicas de separacion de blastomeros y biparticion de embriones en diferentes etapas del
desarrollo embrionario temprano, para generar gemelos homocigéticos (Casser et al., 2019). La
segunda, implica un proceso de reprogramacién nuclear y contempla la TNCS, a partir de la cual se
generan individuos de manera asexual; para esto se requiere de una célula somaética (diploide) que
done la informacion genética contenida en su nucleo, esta se denominara “carioplasto”, y un ovocito
desprovisto de nucleo, cuyo citoplasma sirva de receptaculo para el nicleo donado al que se le llamara
“citoplasto” (Gurdon, 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Proceso de transferencia nuclear de células somaticas en ovinos (Disefio propio).

1.6.1 Transferencia Nuclear de Células Somaticas (TNCS)

La manipulacion de los ovocitos y de las células sométicas durante el proceso de TNCS se
realiza de manera convencional con el uso de los micromanipuladores (Wilmut et al., 1997), con la
pipeta de sujecion e inyeccion se retira el material nuclear del ovocito y se coloca la célula somatica
dentro del espacio perivitelino o se inyecta directamente dentro del citoplasma del ovocito (Galli et
al., 2002). Sin embargo, se desarrollaron mejoras técnicas a la TNCS convencional; una de éstas es
retirar la zona pelicida (ZP) del ovocito después de la MIV (Lagutina et al., 2007). La ZP es una
matriz extracelular que cumple con diferentes funciones, entre las cuales esta proteger al embrion,
por lo cual, durante el proceso de enucleacion y fusion, es necesario atravesar la ZP. Si ésta se elimina,
facilita la manipulacion del ovocito en un breve lapso (Oback et al., 2003; Lagutina et al., 2007).

Por otra parte, se ha implementado la enucleacion asistida quimicamente que consiste en
utilizar agentes quimicos como la demecolcina, que inhiben la polimerizacion de los microtibulos
del huso meidtico y, como consecuencia, induce la externalizacion de la placa metafésica en forma
de protuberancia a nivel de membrana plasmatica, de tal manera que se logra enuclear al ovocito sin
la necesidad de utilizar tinciones como el Hoechst y exponerlo a luz UV, como sucede en el método

convencional (Yin et al., 2002).
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A principios del afio 2000, surgi6 la técnica de clonacion manual (en inglés Handmade
cloning o HMC), que prescinde del uso de micromanipuladores para la TNCS. Esta se basa en utilizar
ovocitos libres de ZP facilitando su enucleacion asistida quimicamente; en donde la porcion de
citoplasma con el material genético se elimina mediante un corte transversal con una micronavaja
(Vajta et al., 2001); o se puede retirar con una pipeta Pasteur alargada, aspirando la placa metafasica
y aprovechando la tension superficial que existe entre el medio de cultivo y el aceite mineral (Hosseini
et al., 2013). Con esta técnica el tiempo requerido para la enucleacion es menor, lo cual permite
procesar una cantidad mayor de ovocitos en un tiempo relativamente corto. Por otro lado, la fusion
entre el carioplasto y el citoplasto es mas eficiente (Khan et al., 2018), de tal manera que se obtiene
un mayor porcentaje de embriones reconstruidos (Liu et al., 2015). Respecto a la eficiencia en la
obtencion de crias nacidas vivas, es igual o mejor en algunos casos que la TNCS convencional (Cortez
etal., 2018).

1.6.2 Eficiencia del desarrollo in vivo e in vitro de embriones por TNCS

Mediante la TNCS se han clonado diferentes especies de mamiferos domésticos y silvestres
(Borges y Pereira, 2019); sin embargo, la eficiencia en términos de crias recién nacidas por embrion
generado sigue siendo baja (Vajta, 2018). Loi et al. (2016) realizaron una revision de los articulos
publicados sobre la TNCS desde 1997 hasta 2015, los cuales reportan una eficiencia del 0.5 al 1% de
nacimientos de crias vivas, en especies de granja. En este contexto, el ovino ha sido una de las especies
de mamifero modelo para la investigacion en TNCS, por su costo moderado de mantenimiento, facil
manejo y periodo de gestacion relativamente corto (5 meses), en comparacion con otras especies
mayores de interés zootécnico (Loi et al., 2013).

Desde la publicacion del estudio del nacimiento de la oveja Dolly en 1997 hasta el 2023, se
han publicado 124 articulos indexados en la web de las ciencias (WOS por sus siglas en inglés) sobre
reproduccion de ovinos mediante TNCS, de los cuales el 95% son articulos de investigacion y el 5%
restantes son articulos de revision (Vazquez-Avendario et al., 2023).

Los estudios de TNCS en la especie ovina de los Gltimos afios, reportan una eficiencia del
5.3 al 42%, desde el inicio de la segmentacion hasta embriones en etapa de blastocisto (Tabla 3). En
la mayoria de los estudios se utilizo la técnica convencional de clonacion y solo en algunos se emple6
la clonacion manual. Los tipos celulares utilizados como carioplastos fueron células del cumulus y
fibroblastos tanto de origen fetal como de individuos adultos (Tabla 3).

La mayoria de los estudios sobre TNCS en ovinos se han enfocado en mejorar el estado
epigenético de los embriones clones (Tabla 3). Por ejemplo, se ha reportado que el tratamiento con
scriptaid, un inhibidor de las deacetilasas de histonas (Su et al., 2000), aument6 la tasa de blastocistos

en un 17% (Wen et al., 2014). En contraste, cuando se usaron células madre pluripotentes inducidas
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(iPCs, por sus siglas en inglés) como carioplastos, afectd negativamente la tasa de blastocistos (-8%,
German et al., 2015). Mientras que otros tratamientos no tuvieron efecto alguno sobre la tasa de

blastocistos.

Tabla 3. Eficiencia en la produccion in vitro de embriones de oveja mediante TNCS.

Método de Tipo Tasa de blastocistos
clonacion celuplar Tratamiento (%) N/ES Cambio (%) Referencia
FF - - -

115
Convencional 37/323 Lietal. (2021)
FET i 13.1 ) i
31/236
. Agregacion 16 13 i
Convencional FF embrionaria  186/1192 703/5510 3 McLean et al. (2021)
. Zebularina y 21.16 28.25 -
Convencional ccC scriptaid 100/463  129/455 7.09 Fang et al. (2020)
o vemme 5 B e
Convencional Zhang et al. (2020b)
FABM Vitamina C 32.3 42 7.7*
39/114 52/122 '
. . 11.8 25.4 -
Convencional ccC Zebularina 12/101 30/117 13.2 Cao et al. (2019)
. . 9.8 10.6
Convencional FF Chaetocina 8/96 11/106 0.8 Zhang et al. (2018b)
. 11.3 19.2 .
Convencional FFT KDM4D 17/157 31/162 7.9 Zhang et al. (2018c)
Convencional FA - 5/51'35 - -
125 Khan et al. (2018)
HMC FA - 8159 - -
. . 10 2 -
Convencional FF iPSCs 17/178 3/158 -8 German et al. (2015)
. 14.6
Convencional FA - 15/103 - - Ma et al. (2013)
Enucleacion 11.2 .
Manual FA - 323/36 - - Hosseini et al. (2013)
. . 8.6 25.7 -
Convencional cC Scriptaid 5/59 17/66 17.1 Wen et al. (2014)
. 18.7 18.3
Convencional FF B1X01294 10/53 11/63 -0.4 Fu et al. (2012)
FF i 22.6 ) i
Convencional 83?27 Heidari et al. (2010)
cC i 27/114 i i

NUmero de blastocistos (N). Embriones segmentados (ES). Handmade cloning (HMC). Dorper (P).
Booroola Merino (BM). Fibroblastos fetales (FF). Fibroblastos adultos (FA). Fibroblastos fetales
transgénicos (FFT). Células del cumulus (CC). Diferencia estadisticamente significativa (*p < 0.05).

Para el caso de crias recién nacidas, la eficiencia es del 5.7 al 15% por blastocisto transferido,

y del 7.1 al 19.5% por embrion segmentado (Tabla 4). Como se ha mencionado anteriormente, esta
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baja eficiencia se debe a factores intrinsecos y extrinsecos de la técnica de clonacion (Simmet et al.,
2021; Malin et al., 2022).

Tabla 4. Eficiencia de corderos nacidos mediante TNCS.

Corderos (%) Incremento

Meétodo de Tipo

> Tratamiento N/ET Referencia
clonacion celular p (%)
Antes | Después
. Agregacion 9 15 *
Convencional FF embrionaria 11/120 BT  21/138 BT 6 McLean et al. (2021)
Reduccion de 0 71
. . o )
Convencional CcC _sueroe 0/11 CE 1/14 CE 7.1 Demir et al. (2019)
iondmicina
. 22 .
Convencional FF - 8/36 ER - - Koroghli et al. (2018)
. 10 .
Convencional FT - 23/232 CE - - Li et al. (2016)
: 19.5 -
Convencional FF - 16/82 CE - - Rutigliano et al. (2015)
5.7
HMC FT - 3/53 BT - - Zhang et al. (2013)
. CR1laa vs 0 15.3
Convencional FA SOFaa 0/24 ER 4/26 FR 15.3 Xue et al. (2011)
. Extractos de 3.1 14.7 o
Convencional FF oVoCitos® 2/65 BT 10/68 BT 11.6 Rathbone et al. (2010)

Numero de embriones (N). Embriones transferidos (ET). Embriones segmentados (CE). Blastocistos
(BT). Hembras receptoras (FR). Medio Charles Rosenkrans suplementado con aminoacidos (CR1aa).
Medio fluido sintético oviductal suplementado con aminoacidos (SOFaa). SExtractos de ovocitos de
Xenopus laevis. Fibroblatos fetales (FF). Fibroblastos adultos (FA). Fibroblastos transgénicos (FT).
Células del cumulus (CC). Diferencia estadisticamente significativa (*p < 0.045 o **p < 0.05).

Entre estos posibles factores, las investigaciones de los Gltimos afios se han centrado en la
reprogramacion incompleta del nucleo somatico; es decir, al inadecuado silenciamiento de los genes
especificos del tipo celular somatico utilizado y la inadecuada activacién en espacio y tiempo de los
genes que coordinan el desarrollo embrionario temprano. Esto se basa en el hecho de que los
embriones generados por TNCS presentan alteraciones a nivel epigenético y en consecuencia en la
expresion de dichos genes, en comparacion con los embriones producidos por FIV (Sood et al., 2019;
Deng et al., 2021; Wang et al., 2020), los cuales han alcanzado eficiencias mayores (59%) en el
desarrollo a etapa de blastocisto (Zhu et al., 2018) y en el nacimiento de crias, del 41.1% (Loi et al.,
2006).

Los corderos clones se han obtenido utilizando principalmente la técnica convencional de
clonacién y fibroblastos fetales como carioplastos (Tabla 4). La tasa de nacimientos de corderos
clones ha mejorado cuando se aplican las siguientes mejoras: agregacion embrionaria en etapa de

morula (McLean et al., 2021), sincronizacion del ciclo celular por reduccion de SFB y activacion con
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ionomicina (Demir et al., 2019), medio SOF con aminoacidos durante el cultivo de embriones (Xue
et al., 2011) y la reprogramacion del nicleo somatico con extractos de ovocitos de rana (Xenopus
laevis) (Rathbone et al., 2010, Tabla 4).
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2. ANTECEDENTES

Hasta el momento, la TNCS es la Gnica biotecnologia que tiene el potencial de generar nuevos
individuos a partir de la union de una célula somatica terminalmente diferenciada con el citoplasma
de un ovocito. Sin embargo, aun cuando en ovinos la eficiencia en la produccién de embriones que
alcanzan la etapa de blastocisto es alta (5.3 al 42%), después de su transferencia, pocos son los
embriones (5.7 al 15%) que llegan a término de la gestacion (Vazquez-Avendafio et al., 2022),
comparada con la FIV (41%) (Loi et al., 2006). Sin embargo, es mas alta que con la inyeccién
intracitoplasmica de espermatozoide (ICSI) (8.9%) (LOpez-Saucedo et al., 2012), lo cual se debe a
problemas en la descondensacion del nlcleo del espermatozoide y la subsecuente formacién del
pronucleo masculino (Hernandez-Pichardo et al., 2016).

Entre las posibles causas de la baja eficiencia de la TNCS, se encuentra la ineficiente
reprogramacion del ndcleo celular somatico. Para mejorar este proceso se han empleado diversos
reguladores epigenéticos, tales como: inhibidores de las deacetilasas de histonas, la expresion
exogena del gen que codifica para la protamina 1 en las células somaticas, la inyeccién de
desmetilasas de histonas, incluso la adicion de acido ascdrbico que también funciona como regulador
epigenético, entre otros (Czernik et al., 2019; Simmet et al., 2021; Malin et al., 2022).

Diferentes investigaciones han tenido éxito en la obtencién de crias clones recién nacidas,
cuando realizan la transferencia de embriones en etapas muy tempranas del desarrollo, de cigoto o de
dos células (Williams et al., 2000; Folch et al., 2009). De tal manera que los embriones clones tienen
una exposicion temprana al medio oviductal y uterino, en donde se encuentran diferentes moléculas,
las cuales favorecen el desarrollo embrionario.

Por otra parte, diferentes grupos de investigacion han recuperado fluido oviductal (FO) y
uterino (FU) a partir de tractos reproductivos de bovinos (Cebrian-Cerrano et al., 2013; Lopera-
Vasquez et al., 2017; Barrera et al., 2017; Hamdi et al., 2018;) y porcinos (Canovas et al., 2017),
durante la fase luteal temprana (LTE) y tardia (LTA) del ciclo estral, y han evaluado su efecto en el
desarrollo de embriones obtenidos por FIV.

Lopera-Vasquez et al. (2017) analizaron el efecto de diferentes concentraciones de FO
(0.625, 1.25 y 2.5%), durante el cultivo in vitro de embriones de bovino obtenidos por FIV.
Observaron que el grupo de embriones suplementado con bajas concentraciones de FO (0.625 y
1.25%), aumentd significativamente el porcentaje de embriones en etapa de blastocisto (27.5% a
ambas concentraciones, P<0.05) a los 9 dias de cultivo, con respecto al grupo tratado con 2.5% de
FO (22.7). Sin embargo, no fue diferente al grupo testigo (27.7%, P>0.05).

La adicion secuencial de FO y FU recuperado de la fase folicular tardia y de la fase lutea

temprana, respectivamente, durante el cultivo in vitro de embriones de porcino producidos por FIV,
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aument6 la proporcion de embriones en etapa de blastocisto expandido y en proceso de eclosion (0
vs. 15.4%, respectivamente a P<(.05), asi como de eclosionados (0 vs. 5.1%, respectivamente a
P<0.05). También se observd que el porcentaje de metilacion global de los blastocistos cultivados
con FO y FU fue similar al de los blastocistos obtenidos in vivo (11.09 vs. 12.33%) (Canovas et al.,
2016).

Por otra parte, se ha observado que el FO tiene un efecto favorable sobre la criotolerancia de
los blastocistos de bovino obtenidos por FIV vy vitrificados. Después del calentamiento de los
embriones vitrificados, los grupos tratados con concentraciones de 0.625y 1.25% de FO, presentaron
un mayor porcentaje de reexpansion (53.6 y 57.7%), con respecto al grupo tratado con 2.5% de FO
(36.1%, P<0.05) (Lopera-Vasquez et al., 2017). También se ha observado que la adicién secuencial
de FO y FU, tiene un efecto positivo a largo plazo sobre la sobrevivencia embrionaria después del
calentamiento de embriones vitrificados. ElI 62.8% de los blastocistos del grupo experimental, se
mantuvieron viables a las 48 y 72 h de cultivo, mientras que en los blastocistos de los grupos testigos
(SFB y BSA), la viabilidad decay6 paulatinamente conforme el tiempo de cultivo transcurria. El
grupo con SFB pasé de 41.1 a 31.6% de viabilidad (P<0.05) y el grupo con BSA pasé de 73.3 a 64.8%
de viabilidad (P>0.05) (Hamdi et al., 2018).

Se ha observado que los embriones tratados con FO y FU, presentan un mayor nimero de
células en su composicion. Lopera-Vasquez et al. (2017) cultivaron embriones de bovino obtenidos
por FIV en medio de desarrollo suplementado con 1.25 y 0.625% de FO. Observaron que el nimero
de células de los blastocistos fue significativamente mayor (165.1 y 156.2, P>0.05), con respecto a
los grupos testigos con y sin SFB (143.1 y 127.7). Ademas, se ha observado que los blastocistos de
porcino obtenidos por FIV y tratados con FO y FU, presentan un nimero de células similar al de los
blastocitos obtenidos in vivo (81.8 vs. 87) (Canovas et al., 2016).

Hamdi et al. (2018) observaron que los embriones cultivados con FO y FU presentaron una
disminucion significativa (P<0.001) en la presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO) con
respecto a los grupos testigos suplementados con SFB y BSA. Esto debido a la disminucién de la
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo (CLICL1) y la enzima glutation peroxidasa
(GPX1).
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3. JUSTIFICACION

A pesar de que la TNCS permite obtener individuos genéticamente idénticos a otro, dandole
un potencial en especies productivas de alto valor genético; sus tasas de éxito son bajas. En ovinos,
el 42% de embriones alcanzan la etapa de blastocisto, el 46% logran implantarse y se obtienen 15%
de crias nacidas. Este Gltimo resultado es inferior a lo que ocurre en FIV (41.4%).

Por lo anterior, la utilizacion de fluidos oviductales y uterinos durante el desarrollo in vitro
ofrece una alternativa, para mejorar tanto el desarrollo embrionario temprano como la calidad

embrionaria.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual serd la calidad de los embriones clones de Ovis aries cultivados en presencia de fluido oviductal

y uterino?

5. HIPOTESIS

Dado que los fluidos oviductal y uterino contienen elementos que favorecen el desarrollo y
mejoran la calidad de los embriones producidos in vitro, la suplementacion de éstos durante el cultivo

in vitro de embriones clones de Ovis aries, mejoraréa la calidad embrionaria.

6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de los fluidos oviductal (FO) y uterino (FU) sobre la produccion in vitro

de embriones clones de Ovis aries.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar algunas propiedades fisicoquimicas de los FO y FU (volumen, osmolaridad y
concentracion total de proteinas).
¢ Identificar algunas proteinas presentes en los FO y FU.
e Determinar el efecto de los FO y FU sobre el desarrollo y la calidad de los embriones clones
de O. aries.
e Evaluar el efecto de los FO y FU sobre la generacion de ERO y GSH en los embriones clones

de O. aries.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental consistio en cuatro grupos de embriones cultivados con diferentes

concentraciones de FO y FU, a los cuales se les evaluo la tasa de desarrollo embrionario, el nimero

de células en etapa de blastocisto y se determiné la concentracion intracelular de ERO y GSH de

acuerdo con el siguiente esquema.

Grupo Control (Embriones
partenogenéticos y clones)

l

Cleavage-Blastocyst

l
l

l

Aparatos reproductores de oveja

|
- '

Metaestro temprano Metaestro tardio
1 FO FU ]

, |

Evaluacién de propiedades fisicoquimicas (volumen,
osmolaridad y concentracién de proteina)

. |

Identificacion de proteinas (OVGP1, HSP70 y Ezrin)

— Grupo Experimental (Embriones partenogenéticos y clones) <—

! ! !

Cleavage-Blastocyst Cleavage-Blastocyst Cleavage-Blastocyst
0.5% FO/0.5% FU 1.0% FO/1.0% FU 2.0% FO/2.0% FU

l l l

Evaluacion del desarrollo embrionario (36, 92 y 168 horas)

l l l

Evaluacion del No. de células de blastocistos

l l l

Determinacion de ERO y GSH en blastocistos
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8. MATERIALES Y METODOS
8.1. Reactivos y condiciones de incubacion

Todos los reactivos utilizados se adquirieron de Sigma-Aldrich®, a menos que se indique lo
contrario. En el presente estudio, las condiciones de incubacion para los cultivos celulares,
maduracion in vitro de ovocitos y desarrollo embrionario in vitro fueron de 38.5 °C, 5% de CO; y

humedad a saturacién.

8.2. Obtencion de fluido oviductal y fluido uterino

Los fluidos oviductales (FO) y uterinos (FU) se obtuvieron a partir de aparatos reproductores
de ovejas adultas criollas (Ovis aries), recolectados en un rastro local del Estado de México.
Siguiendo la metodologia descrita por Carrasco et al. (2008), los aparatos reproductores se obtuvieron
inmediatamente después de la apertura de la cavidad abdominal y se transportaron en bolsas de
plastico desinfectadas, a temperatura de 8 °C. Una vez en el laboratorio, los aparatos reproductores
se lavaron en medio DPBS (Dulbecco Phosphate Buffered Saline, In Vitro S.A., CDMX, México)
estéril con 1% de antibidtico-antimicético (10,000 Ul de penicilina; 10,000 pg mL?® de
estreptomicina; 25 pg mL* de anfotericina B en solucién de NaCl al 0.85%, In Vitro S.A., CDMX,
México) a 4 °C.

Posteriormente, se clasificaron con base en la morfologia del ovario, para determinar la fase
del ciclo estral (Figura 5). Se seleccionaron aquellos aparatos reproductores con ovarios con forma
regular sin presencia de quistes. La fase lutea se dividié en metaestro temprano y tardio, la fase
temprana se determind por la presencia de cuerpos hemorragicos, mientras que la fase tardia se

determind por la presencia de cuerpos liteos en desarrollo (Senger, 2015).

Metaestro
Tardio Diestro

Metaestro
Temprano

Ovulacién Ovulacién

Figura 5. Ciclo estral de la oveja en funcion del incremento de progesterona por parte del cuerpo liteo
(Tomado y modificado de Senger, 2015).
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Los fluidos se recuperaron del oviducto y cuerno uterino ipsilateral al ovario con presencia
de cuerpos hemorragicos y cuerpos lateos en desarrollo, respectivamente. Después de que se
clasificaron los aparatos reproductores, los ligamentos suspensorios se diseccionaron y se secciond
la union Gtero-tubal para separar al oviducto del cuerno uterino. Los oviductos y los cuernos uterinos
se mantuvieron en PBS estéril con 1% de antibiotico-antimicético a 4 °C.

Para la extraccion del FO, se siguid la metodologia descrita por Carrasco et al. (2008), con
algunas modificaciones. Sobre una superficie plana previamente desinfectada, se colocé el oviducto
y se comprimié con un portaobjetos desde la union Utero-tubal hacia el &mpula, colocando una pinza
para evitar el regreso del fluido. Enseguida se introdujo una pipeta Pasteur pulida al fuego para
recuperar el FO, el cual se deposit6 en un tubo de microcentrifuga de 300 uL. La muestra se centrifug6
a 2000 x g por 5 min a 4 °C, se recuperd el sobrenadante y se volvié a centrifugar a 7000 x g por 10
min a 4 °C, el sobrenadante se recuperd y se almaceno6 a -80 °C hasta el momento de su utilizacién.
Para la obtencion del FU, se coloco el cuerno uterino verticalmente para que el fluido descendiera
por gravedad hasta la union Utero-tubal, inmediatamente después se introdujo una pipeta Pasteur
pulida al fuego y se recolect6 el FU. Este se coloc6 en un tubo de 300 pL y se proceso y almacend de
igual manera que el FO.

Se utilizaron 42 aparatos reproductores de ovejas domésticas, de los cuales 32 se encontraban
en metaestro temprano y 10 en metaestro tardio. De cada experimento se mezclaron los FO (2-7
aparatos reproductores) y FU (1-6 aparatos reproductores) y se obtuvieron en total 10 muestras de FO
y 3 muestras de FU. Todas las muestras de FO y FU se recolectaron de enero a mayo de 2022
(invierno-primavera), que corresponden a la temporada reproductiva en las ovejas, y se almacenaron
durante 8 meses a -80 °C. Las caracteristicas fisicoquimicas de cada fluido (osmolaridad,
concentracion de proteinas totales y proteinas OVGP1, HSP70, Ezrin) se determinaron después de su

descongelacion.
8.3. Evaluacion de propiedades fisicoquimicas de los FOy FU

8.3.1. Evaluacion de la Osmolaridad

Para determinar la osmolaridad de las muestras de FO y FU se utilizé un osmometro Wescor
(VAPRO-5520, Utah, EUA), previamente se calibro el equipo con tres soluciones estandar de 100,
290 y 1000 mmol kg (Wescor AO-010, 029 y 100, Utah, EUA). A continuacion, se colocaron 10

KL de cada una de las muestras de FO y FU en el osmémetro (Pensyl y Benjamin, 1999).
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8.3.2. Determinacion de la concentracion total de proteina

Se determind la concentracion total de proteina por ensayo de Bradford, mediante una curva
de calibracion con albumina sérica bovina (BSA) como estandar proteico, para lo cual se agregaron
500 pL de solucion Bradford (Anexo) y 10 pL de cada concentracion de la curva en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL. Para analizar los FO y FU, se hizo una dilucion (1:10) con agua
desionizada, se tomd 1 uL y se le agregaron 500 uL de solucién Bradford y se colocaron en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL. Se homogenizaron todas las muestras y se colocaron 200 pL de cada una
de las concentraciones de la curva de calibracion de BSA, asi como de los FO y FU en las celdas de
una placa de 96 pocillos (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). Las muestras se analizaron con
un espectrofotometro a una absorbancia de 595 nm y los valores obtenidos se registraron para

determinar la concentracién total de proteina de los fluidos reproductivos (Bradford, 1976).
8.4. Identificacion de proteinas presentes en los FOy FU

8.4.1. Separacion de Proteinas

La separacion de proteinas se realizd a través de una electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE por sus siglas en inglés), para lo cual se prepar6 un gel de
poliacrilamida al 10% (Anexo). En un tubo de microcentrifuga se colocaron 10 uL de Buffer de
corrimiento con 50 mg mL™ de proteina de cada una de las muestras de FO y FU; se homogenizaron
y se incubaron a 95 °C durante 5 min. Después se cargaron las muestras con buffer de carga (azul de
bromofenol 0.1%, B-mercaptoetanol 2% v/v; Bio Rad) en cada pozo del gel de poliacrilamida junto
con un marcador de peso molecular de 10 a 250 kDa (Kaleidoscope, Bio Rad, California, EUA). Una
vez colocada la camara de electroforesis (Mini-PROTEAN, Bio Rad, California, EUA), se conecté a
la fuente de poder (PowerPac 1645050, Bio Rad, California, EUA) y se compactaron las proteinas a

150 V por 15 min, posteriormente se dejaron correr a 120 V por 90 min.

8.4.2. Tincién con azul de Coomassie

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tifié con una solucion de azul de Coomassie
(Anexo) durante 1 h, en oscilacion constante. Al finalizar el tiempo, se retird el exceso de tincion
mediante lavados con solucién de metanol al 40% durante 15 min en oscilacion hasta visualizar las

bandas en el gel (Brunelle y Green, 2014).

8.4.3. Estimacion del peso molecular de las bandas

Se tomaron fotografias de los geles con la ayuda de un fotodocumentador (Gel Logic 212

PRO, Carestream Health Inc. New Haven, EUA). Para el procesamiento de las imagenes, se utilizé
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el software Gelanalyzer version 19.1 (www.gelanalyzer.com, por Istvan Lazar Jr., PhD e Istvan Lazar
Sr., PhD, CSc) para poder identificar el nimero de bandas en cada una de las muestras de FO y FU,

asi como la estimacion del peso molecular (kDa) de cada una de las bandas presentes.
8.4.4. Western Blot

De cada una de las muestras de FO y FU se utilizaron 50 ¢ L mL™ de proteina en buffer de

carga y se incub6 a 95 °C por 5 min. Las muestras se separaron en geles de poliacrilamida al 10%
(Anexo) a 120 V por 60 min. Posteriormente, se transfiri6 a una membrana de PVDF (Millipore,
IPVH00010, Darmstadt, Alemania) a 2.5 A, 25 V por 20 min en un dispositivo de transferencia
(Trans-Blot Turbo, 1704155EDU, Bio Rad, California, EUA).

Una vez que se realizo la transferencia, la membrana fue bloqueada con una solucion de leche
con buffer TBS (Anexo) a una concentracion de 0.08g/mL* por 1 h en oscilacién constante a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, la membrana fue incubada con el primer anticuerpo
(Ezrin: Cat. Sc-58758; HSP70: Cat. sc-66048; Oviductina: Cat. sc-377267, Santa Cruz
Biotechnology, INC. Dallas, Texas, EUA) diluido en una solucion de leche con buffer TBS (0.05g
mL) en oscilacién constante durante toda la noche a 4 °C. Al término de la incubacion, la membrana
fue lavada con TBS Tween-20 (Anexo) (3 lavados por 10 min), y a continuacion se incub6 con el
anticuerpo secundario (Anti-ratén 1gG: Cat. 715-035-150; Jackson Immuno Research, Baltimore,
EUA) durante 1.5 h en oscilacion a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo, la membrana fue
lavada con TBS Tween-20 (3 lavados por 10 min). Al término de los lavados se agreg6 una mezcla
de solucion reveladora (Clarity™ Western ECL Substrate, Bio Rad, California, EUA). La membrana
se coloco en el fotodocumentador (Kodak Gel logic 200 Image System, Woodbridge, EUA), con una
exposicion de 3 min para su revelado. EI programa que se utiliz6 fue Kodak 1D 3.6 Logic (Contreras
et al., 2018).

Para el procesamiento de las imagenes se utilizd el software ImageJ (version 1.53; Wayne
Rasband, National Institute of Health, Kensington, MD, EUA). Este programa permite medir la
intensidad de pixeles en una imagen, lo cual es especialmente Gtil en imagenes de Wester Blot, donde
la intensidad de la sefial puede correlacionarse con la cantidad de una sustancia especifica. Se
selecciond una Region de Interés (ROI) alrededor de la regién especifica de la imagen en donde se
desea analizar la intensidad de pixeles para generar un grafico a partir de éstos, de tal manera que el
programa proporciond valores numéricos asociados con la ROI, los cuales estan correlacionados con

las proteinas de interés.
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8.5. Los FO y FU enel desarrollo y la calidad de embriones clones

Para la TNCS por HMC de embriones de O. aries, se requieren de dos tipos celulares, las células
somaticas que donaran su nucleo y de ovocitos enucleados que serviran de receptores citoplasmaticos.

Para lo cual se efectuaron los siguientes métodos:

8.5.1. Deriva de fibroblastos de piel de oreja de ovino en cultivos primarios

Se obtuvo una muestra de piel de oreja de una oveja adulta (Ovis aries), proveniente de rastro,
realizando un corte de 0.5 cm? del borde inferior de la oreja. La muestra se colocé en medio de
transporte DPBS para su traslado bajo condiciones de refrigeracién (10 °C). Una vez en el laboratorio,
se elimind la mayor cantidad de pelo de la muestra y fue desinfectada con una solucion de cloro al
1% y alcohol al 70%. Posteriormente, el tejido se someti6 a un proceso de disgregacion enzimatica,
para lo cual se fragmentd el tejido con una hoja de bisturi (No. 22 Hergom CDMX, México) y se
colocaron los fragmentos en un tubo conico de 15 mL con una solucién de 0.02% de colagenasas tipo
Iy Il (17100-017 y 17101-015 Gibco, New York, EUA) y se incubaron a 38.5 °C durante 2 h en
oscilacion constante. Al finalizar, la solucion obtenida se centrifug6é a 500 x g durante 10 min, se
decantd el sobrenadante y el botdn celular se sembré en una caja de Petri de 35 mm con 3 mL de
DMEM-S (Dulbecco Modified Eagle Medium, In Vitro S.A., CDMX, México) suplementado con
2.3% de antibidtico-antimicotico, 10% de NCS (Newborn Calf Serum, por sus siglas en inglés,
Biowest, S0750) y 13.6 mg de NaHCO:s. Las células se cultivaron durante 7 dias o hasta alcanzar la

confluencia (Navarro-Maldonado et al., 2015).

8.5.2. Pasajes celulares

Una vez que los cultivos de fibroblastos alcanzaron la confluencia, se realizé un pasaje celular
que consistio en retirar el medio de cultivo y lavar dos veces con 1 mL de DPBS, después se adiciond
1 mL de Tripsina (0.05/0.05% de Tripsina-Verseno, In Vitro, S.A., CDMX, México) a la caja de
cultivo y se incub6 por 5 min o hasta que las células se despegaron completamente. Después, se
adicion6 1 mL de DMEM-S para inactivar la accion de la tripsina, la suspension de células se coloc6
en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL y se centrifugaron a 500 x g por 5 min. Se decantd el
sobrenadante y el botdn celular se resembro en dos cajas de Petri con 3 mL de DMEM-S cada una,
se incubaron bajo las condiciones antes mencionadas. Cuando los cultivos alcanzaron el 4° pasaje
celular, los fibroblastos fueron criopreservados de acuerdo con la técnica reportada por Navarro-
Maldonado et al. (2015).

25



8.5.3. Criopreservacion de fibroblastos

Se retird el medio de cultivo a los fibroblastos y se lavaron con DPBS, siguiendo el mismo
método que para los pasajes celulares hasta obtener el boton celular, el cual se resuspendi6é en 1 mL
de medio de congelacién de células (DMEM, 20% SFB, 10% de DMSO; In Vitro S.A., CDMX,
México) y se congelaron a -80 °C por 24 h, después se almacenaron en tanques en nitrogeno liquido

(-196 °C) hasta el momento de su utilizacién.

8.5.4. Maduracion in vitro de ovocitos de oveja

Los complejos ovocito-cumulus (COC) se obtuvieron a partir de ovarios de ovejas
sacrificadas en un rastro local, trasladados al laboratorio en solucion salina a base de 0.9% de NaCl a
38 °C. Una vez en el laboratorio, los foliculos ovaricos de 2 a 8 mm de didmetro se aspiraron con una
aguja calibre 18 y una jeringa de 10 mL que contenia medio TCM-199 con Hepes (In Vitro S. A.,
CDMX, México) y suplementado con heparina (100 Ul mL™). El liquido folicular aspirado se colect6
en un tubo de fondo cdnico de 15 mL, el cual se mantuvo a 38 °C, después se paso a través de un
filtro para células (100 um, Biologix, Shandong, China) para separar los COC del resto del liquido
folicular. Los COC se seleccionaron con base en su morfologia y el nimero de capas de las células
de la granulosa (Ward et al., 2000).

Los COC seleccionados se colocaron en cajas de cultivo de 4 celdas (Nunc™) con 0.5 mL
de medio de maduracion in vitro (MIV), a base de TCM-199 (In Vitro S.A., CDMX, México)
suplementado con cisteina (1.675x10%* g mL™), alcohol polivinilico (0.001 g mL?), D-glucosa
(5.496x10% g mL™), piruvato de sodio (1x10°% g mL), 10% de FCS, eCG (5 Ul mL™*; Gonaforte
Parfarm S.A., CDMX, México), FSH recombinante (0.1 Ul mL™; Gonal-F Merck, Darmstadt,
Alemania), EGF (10 ng mL™?) y antibiético-antimic6tico (2%). Los COC se incubaron durante 20-21

h bajo las condiciones antes mencionadas.

8.5.5. Clonacion manual de embriones

La HMC de embriones se llevd a cabo segun lo descrito por Vajta et al. (2001 y 2006) con
algunas modificaciones (Vazquez-Avendafio et al., 2017; Hernandez Martinez, et al. 2020). Una vez
completada la MIV, los COC con las células del cumulus expandidas se colocaron en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL con 500 pL de hialuronidasa (0.5 mg mL™ en TCM-199 con Hepes) por
8 min en incubacién y los ovocitos se denudaron de las células del cumulus, por pipeteo suave con
micropipeta (200 uL). Los ovocitos libres de ZP se colocaron en medio T2 (TCM-199 al 2% de NCS)
y bajo el microscopio estereoscopico (Olympus, SZ61, Tokyo, Japdn) se seleccionaron los ovocitos

con primer cuerpo polar (CP), indicio de que se encontraban en la MII. Los ovocitos con CP se
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incubaron en medio MIV con demecolcina (0.5 pg mL™Y) por 1 h bajo las condiciones antes

mencionadas.

8.5.5.1. Preparacion de los citoplastos

Sobre la tapa de una caja de Petri (60 mm), se colocaron gotas de 30 uL de T2, T10 (TCM-
199 al 10% de NCS), T20 (TCM-199 al 20% de NCS) y de pronasa (2 mg mL en T10). Las gotas
se cubrieron con aceite mineral y en esta caja se obtuvieron los citoplastos. Una vez finalizada la
incubacion en demecolcina, los ovocitos se pasaron al medio T2, después a la pronasa por 5 min a 38
°C, o hasta que la ZP fuera digerida por completo. Inmediatamente después, los ovocitos se colocaron
en el medio T20 para inactivar la accién de la pronasa. Los ovocitos libres de ZP se distribuyeron en
grupos de seis en cada una de las gotas de T10 y se enuclearon manualmente, utilizando una
micronavaja (Professional Embryo Transfer Supply, Inc. Texas, EUA), bajo el microscopio
estereoscopico. Para enuclearlos, los ovocitos se acomodaron en las gotas de manera que la extrusion
de la placa metafasica y del CP quedaron orientados a las 9 h, de acuerdo con las manecillas del reloj
(Figura 6A). Después se cortd la porcion del citoplasma con el material genético del ovocito y los
citoplastos asi obtenidos, se colocaron en medio T20 para que recuperaran su forma esférica (Figura
6B).

Figura 6. Enucleacién de ovocitos en MIl. A) Alineacién de ovocitos para su enucleacion. En la parte
superior derecha se observa a detalle la orientacion de la extrusion de la placa metafésica a las 9 h
(flecha). B) Obtencidn de citoplastos por enucleacion de ovocitos en MII, en la parte superior derecha
se observa a detalle un citoplasto junto a la porcidn de citoplasma que contiene la placa metafasica
(flecha). Aumento 45X. Barra de escala (100 um).
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8.5.5.2. Formacion y fusién de tripletes

Sobre la tapa de una caja de Petri (35 mm) se colocaron gotas de 15 pL de T20,
fitohemaglutinina (5 mg mL* en TCM-199 con Hepes), T2 y medio de fusién (0.3 M de D-manitol
y 1 mg mL* de alcohol polivinilico, PVA) (Figura 7A). Los citoplastos y carioplastos se depositaron
en las gotas de T20 y T2, respectivamente. Se tomaron grupos de cinco citoplastos y se depositaron
en la gota de fitohemaglutinina por 3 s, después se colocaron en la gota T2 para formar parejas con
los carioplastos (cario-citoplasto). Se formaron tripletes celulares con dos citoplastos y un carioplasto,
colocando el carioplasto entre ambos citoplastos. Enseguida, se equilibraron en medio de fusion y se
alinearon en el electrodo positivo de una cdmara de fusién (0.5 mm de apertura, modelo 450,
microslide, BTX, Massachusetts, EUA). Los tripletes se alinearon al electrodo mediante una corriente
alterna (AC) constante de 5 V (Figura 7B), acto seguido se aumentd la AC a 9 V v los tripletes se
fusionaron a través de un solo pulso de 2 kV/cm de corriente directa (DC) por 9 useg, después se
disminuy6 la AC a 0 V. Los tripletes se colocaron en medio T20 para que formaran una sola célula
(Figura 7C), mientras tanto, se repitio el proceso de fusion con los citoplastos restantes. Una vez que

formaron una sola célula, se incubaron en medio para desarrollo embrionario (Cleavage, Cook

Medical, Bloomington, EUA) por 1.5 h para dar tiempo a la reprogramacion nuclear del carioplasto
(Vajta et al., 2006).

Figura 7. Fusion de tripletes. A) Sistema de fusién montado sobre un microscopio estereoscopico. B)
Triplete celular alineado al electrodo positivo de la camara de fusion. C) Reconstruccion de embriones
clones después de la fusion, se puede apreciar diferentes progresos de la fusion de tripletes (triplete
sin fusionar: flecha larga; triplete parcialmente fusionado; flecha corta; triplete completamente
reconstituido: cabeza de flecha). Aumento 45X. Barra de escala (200 um).

8.5.5.3. Activacién
Las células fusionadas se trataron con una solucion de ion6foro de Ca?* A23187 (8 ug mL™)
en T2 por 5 min bajo condiciones de incubacién. Después se lavaron en T20 (3 lavados por 3 min).

Finalmente, se incubaron individualmente en gotas de 2 UL de medio de desarrollo embrionario

28



(Cleavage) con 6-DMAP (2 mM) por 4 h. Finalizado el tiempo de incubacidn, los cigotos clones se

lavaron 3 veces por 3 min en medio de desarrollo embrionario (Cleavage).

8.5.5.4. Cultivo in vitro de embriones clones en sistema WOW

De acuerdo con Vajta et al. (2008), los embriones clones libres de ZP se cultivaron en el
sistema de micropozos (WOW, por sus siglas en inglés Well of the Well), que consistié en hacer
micropozos con un punzon, dentro de una celda de una caja de 4 pozos y en cada uno de éstos se
depositdé un embrién (Figura 8). EI medio de desarrollo embrionario fue Cleavage y al dia 4 se
cambiaron a medio Blastocyst (Cook Medical, Bloomington, EUA) y se cultivaron por 3 dias mas
hasta la etapa de blastocisto. En el grupo experimental al medio Cleavage se le adicion6 FO (0.5, 1.0
y 2.0%) y al medio Blastocyst se le agreg6 FU (0.5, 1.0 y 2.0%).

Figura 8. Cultivo in vitro de embriones A) Cultivo de cigotos clones en el sistema de micropozos o
WOW. B) Cigoto dentro de un micropozo. C) Embrion de 8 células dentro de un micropozo. Aumento
200X. Barra de escala (100 pum).

8.6. Produccion in vitro de embriones partenogenéticos

Como control del sistema de cultivo, a la par de efectuar la TNCS por HMC, se produjeron
embriones partenogenéticos, para lo cual, después de la MIV, se seleccionaron los ovocitos en Mil y
fueron activados siguiendo el mismo método descrito para los embriones clones. Los embriones
partenogenéticos se dividieron en el grupo testigo (0.0% de FO y FU) y experimental (0.5, 1.0y 2.0%
de FO y FU) y se cultivaron con el mismo medio de desarrollo y bajo las mismas condiciones que los

embriones clones.
8.7. Influencia de FO y FU en niveles de ERO y GSH en embriones clones

8.7.1. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y glutatién reducido (GSH)

Se efectud un andlisis cualitativo de los niveles de ERO y GSH en blastocistos de 7 dias de
cultivo, tanto de los embriones clones como partenogenéticos, de cada grupo tratado. Para ello se

tifieron utilizando 10 mM de 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceina diacetato (H.DCFDA) para
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determinar ERO, y 10 mM de Cell Tracker Blue 4-chloromethyl-6,8-difluoro-7-hydroxycoumarin
(CMF2HC Invitrogen, Eugene Oregon, EUA) para determinar GSH. Los blastocistos se lavaron en
una solucién de DPBS con PVA (1 mg mL™) y posteriormente se incubaron con H,DCFDA vy Cell
Tracker Blue CMF,HC a 38.5 °C por 30 min, en condiciones de oscuridad. Finalizado el tiempo, los
blastocistos se montaron sobre cubreobjetos en solucion de IMACEL (In Vitro S.A., CDMX,
México), se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron con barniz de ufias. Los blastocistos fueron
observados bajo el microscopio de epifluorescencia y se utilizé un filtro de longitud de onda de 517-
527 nm para observar la fluorescencia del compuesto 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) que se produce
por la oxidacion del H,DCFDA, de tal manera que entre mas concentracién de ROS mayor seré la
intensidad de fluorescencia. Para evaluar el GSH reducido se utiliz6 un filtro de 466 nm (Nadri et al.,
2022).

Para el andlisis semicuantitativo se evaluo la intensidad de fluorescencia de los embriones
teflidos, para lo cual se tomaron fotografias y se procesaron con el programa ImageJ de igual manera

que las iméagenes de Western Blot.

8.7.2. Tincién de nucleos con DAPI

Los blastocistos expandidos al dia 7 de cultivo tanto de embriones clones como
partenogenéticos y de cada uno de los grupos tratados, se lavaron en medio DPBS y se fijaron con
paraformaldehido (4%) por 24 ha 8 °C. Al dia siguiente, se permeabilizaron con Tritén X-100 (0.2%;
Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) por 20 s y a continuacion se incubaron con una solucion (1
png/mL) de 4°,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Los blastocitos se lavaron en TCM-199 con
Hepes y BSA (3mg mL™) y se montaron sobre portaobjetos con solucion de IMACEL, se cubrieron
con cubreobjetos y se sellaron con barniz de ufias. Los embriones se evaluaron bajo microscopio de
epifluorescencia equipado con un filtro de longitud de onda de 460 nm para determinar el nimero de
ndcleos (Nadri et al., 2022).

8.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron expresados como promedio * error estandar (E.E.). Para
determinar diferencias significativas entre las intensidades de color de las bandas de las muestras de
FO y FU, se hizo un analisis de t-Student. La comparacion entre las medias de las diferentes etapas
del desarrollo embrionario, asi como la media de la intensidad relativa de la fluorescencia de ERO y
GSH, se analiz6 mediante una prueba de ANOVA de una sola via. Para evaluar la posible relacion
entre ERO y GSH, se utiliz6 la prueba de correlacién de Spearman. Las diferencias en todos los
parametros fueron consideradas significativas a un nivel de P<0.05. Para el analisis estadistico se

utilizé el programa GraphPad Prism (version 9.5.1, Boston, EUA).
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9. RESULTADOS

9.1. Evaluacion del volumen, osmolaridad y concentracion total de proteinas de los fluidos

reproductivos (FO y FU)

Se recuperaron volimenes de 135 pL (3.2 £ 1.5) de FO del metaestro temprano y 170 uL
(17.0 + 0.5) de FU del metaestro tardio de la fase lutea del ciclo estral de la oveja. La osmolaridad
para el FO fue de 343 + 20.8 mOsm kg, mientras que para el FU fue de 280 + 96.2 mOsm kg™. La
concentracion total de proteina del FO fue de 71.9 + 23.8 g L™, mientras que la del FU fue de 21.8 +
1.1gL™

9.2. Patron de distribucién de proteinas en los fluidos reproductivos (FO y FU)

En la Figura 6 se observa el patron de distribucion de proteinas de diez muestras de FO y dos
de FU. El espectro de pesos moleculares de las bandas fue de 24 a 324 kDa para el FO y de 29 a 353
kDa para el FU. A partir de las muestras de FO, se identificaron 20 bandas, mientras que para el FU
se identificaron 14 bandas, de las cuales 14 son especificas del FO y ocho bandas solo se presentaron
en el FU. También se puede observar 11 bandas de proteinas que se presentan de manera consistente
entre las muestras de FO, cuyos pesos moleculares corresponden a 375, 224, 94, 82, 70, 60, 38, 36,

30, 29 y 27 kDa. Finalmente se observaron seis bandas en comun entre las muestras de FO y FU

(Figura 7y Tabla 5).
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Figura 6. Patron de distribucidn de las proteinas en los fluidos oviductales (FO-1 al FO-10) y uterinos
(FU-1 y FU-2) de ovejas, obtenidas mediante SDS-PAGE. Se observan 10 bandas (sefialadas con
flechas) que se presentan de manera consistente en las 10 muestras de FO, cuyos pesos moleculares
corresponden a 27, 29, 30, 36, 38, 60, 70, 82 y 94 kDa. Se observan dos bandas de 224 y 375 kDa
gue se presentan de manera alternada en las muestras de FO (sefialadas con puntas de flecha).
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FO FU

Figura 7. Diagrama de Venn de las bandas presentes en los FO y FU (Canela Morales y Ruiz Sosa,
2019).

Tabla 5. Pesos moleculares (PM) de las bandas de proteinas de los FO y FU.

No. de Especificas del FO Especificas del FU En comdn
Bandas PM (kDa) PM (kDa) PM (kDa)
1 324 353 73
2 315 284 37
3 306 138 34
4 228 111 28
5 200 47 27
6 188 42 26

7 83 39
8 62 29

9 54
10 36
11 35
12 33
13 32
14 24

FO: Fluido oviductal. FU: Fluido uterino. Peso molecular (PM), kiloDalton (kDa).
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9.3. Identificacion de las proteinas mas abundantes en los FO y FU

El patrdn de distribucion de las proteinas del FO y FU (Figura 6), muestra diferentes tipos de
proteinas, algunas de éstas son especificas para el FO y el FU, o comunes para ambos. Por lo tanto,
se identificaron por Western Blot algunas proteinas que desempefian un papel importante en el
desarrollo embrionario, en donde las proteinas OVGP1, HSP70 y Ezrin se encontraron presentes en
la mayoria de los FO y FU (Figura 8a). Sin embargo, dichas proteinas estan en mayor concentracion
en el FO que en el FU (Figura 8b).
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Figura 8. Presencia de proteinas OVGP1, HSP70 y Ezrin en muestras de fluido oviductal y uterino
de oveja. a) Western Blot para la identificacion de las proteinas de interés en muestras de FO (FO-1
al FO-8) y FU (FU-1 al FU-3), se utilizd B-actina como control positivo de la técnica. b) Evaluacion
de la concentracion de OVGP1, HSP70 y Ezrin entre las muestras de FO y FU. ***(P<0.0005),
****(P=0.0001).

9.4. Resultados generales de MIV, enucleacion, fusion y embriones reconstruidos

A partir de 632 ovarios de ovejas criollas colectados de rastro, se obtuvieron por aspiracion
folicular un total de 1417 complejos ovocitos-cumulus (COC) recuperandose en promedio 2.2 COC
por ovario. Después de la MIV se obtuvieron 885 ovocitos viables, de los cuales 685 maduraron (77.9

%) y se utilizaron en el proceso de clonacién (Tabla 6).
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Tabla 6. Obtencién y MIV de ovocitos

Exp. coc Ovoc?tos
No denudados  Dafiados Sin CP ConCP  MIV%

1 243 7 153 19 64 77.1

2 205 0 79 3 123 97.6

3 169 2 68 21 78 78.8

4 170 0 38 34 98 74.2

5 179 0 44 39 96 711

6 211 0 94 30 87 74.4

7 240 15 32 54 139 72.0
Total 1417 24 508 200 685

X+EE 2024+118 34+22 726+159 286+6.2 97997 779+34

Se realizaron 7 repeticiones. El porcentaje de MIV se obtuvo a partir del los ovocitos con y sin CP,
sin considerar a los ovocitos dafiados y no denudados.

Dentro de la técnica de clonacién manual se encuentra la obtencién de citoplastos que seran
los receptores citoplasmaticos de la células somaticas. Se utilizaron 684 ovocitos madurados (CP)
para la obtencion de citoplastos, de los cuales 624 (91.2%) presentaron extrusion de la placa
metafésica y fueron enucleados, se obtuvieron 494 (79.2%) citoplastos reconstituidos. Se formaron 'y
fusionaron 238 (96.4%) tripletes y se obtuvieron 220 (92.4%) embriones reconstruidos (Tabla 7).

Tabla 7. Eficiencia de obtencion de citoplastos, fusion de tripletes y embriones reconstruidos

Ovocitos Citoplastos Tripletes Embriones
Exp. Con CP Enucleados  reconstituidos  fusionados  reconstruidos
n n (%) n (%) n (%) n (%)
1 64 60 (93.8) 46 (76.7) 22 (95.7) 19 (86.4)
2 123 109 (88.6) 63 (57.8) 31(98.4) 26 (83.9)
3 78 73 (93.6) 54 (74) 26 (96.3) 24 (92.3)
4 97 90 (92.8) 77 (85.6) 37 (96.1) 34 (91.9)
5 96 92 (95.8) 71 (77.2) 34 (95.8) 33(97.1)
6 87 80 (92) 77 (96.3) 36 (93.5) 34 (94.4)
7 139 120 (86.3) 106 (88.3) 52 (98.1) 50 (96.2)
Total 684 624 (91.2) 494 (79.2) 238 (96.4) 220 (92.4)
X+EE 97.7+9.7 89.1+7.8 70674 34+£3.6 31.4+338

Se realizaron 7 repeticiones. Los ovocitos con CP y extrusion de la placa metafasica por accion de la
demecolcina fueron enucleados para la obtencién de citoplastos. EI porcentaje de tripletes fusionados
se obtuvo teniendo en consideracion que por cada triplete se utilizaron dos citoplastos.

34



9.5. Efecto de los FO y FU en el desarrollo in vitro de embriones partenogenéticos y clones

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el desarrollo embrionario de
los embriones partenogenéticos tratados con 0.5y 1.0% de FO y FU con respecto al grupo testigo
(Tabla 8). Si bien se observé que en la concentracion de 2% hubo mayor tasa de embriones en etapa
de 4 a 16 células en comparacion con el grupo testigo (100 vs. 31.8%, P>0.05), estos no continuaron
su desarrollo a etapa de blastocisto (Tabla 8), por esta razén no se utilizé esta concentracion en el

desarrollo de embriones clones.

Tabla 8. Efecto de los FO y FU en el desarrollo in vitro de embriones partenogenéticos de O. aries.

%

FO-FU

Etapas del desarrollo embrionario (media * E.E) Fragmentados
(media + E.E)

Segmentados 4-16 células Mérulas Blastocistos

00 140 116(81.6+3.6)* 40(31.8+4.9)* 62 (52.7+8.1)* 50(44.9+75)* 14 (18.6 £8.6)°
05 132 107 (81.1+4.0)* 49(454+65)° 52(46+6.7)° 34(35.7+57)* 6 (10.3+4.8)

1.0 129 95(71.5+6.1)° 31(37.6+10.9)* 55(54.9+12.6)* 28(28+4.0%  9(9.3+3.9)

20 55 41(67.3+125) 41 (100)° ob ob 0?

Se efectuaron seis repeticiones en cada tratamiento. La tasa de segmentacion se determiné a las 36 h
de cultivo in vitro. La tasa de embriones en las etapas de 4-16 células, mérulas y fragmentados se
determind a las 96 h. La tasa de blastocistos se determind a las 168 h. Literales diferentes (*) dentro
de una misma columna, significan diferencias estadisticas (P<0.05).

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en el desarrollo
embrionario de los embriones clones tratados con 0.5% de FO y FU con respecto al grupo testigo
(P>0.05, Tabla 9). En los embriones tratados con 1.0% de FO y FU se observé un aumento en la tasa
de embriones en etapa de 4 a 16 células con respecto al grupo testigo (62.1 vs 27.9%, P<0.05, Tabla
9). Sinembargo, se observé una disminucidn en la tasa de embriones en etapas de mérula y blastocisto

con respecto al grupo testigo (27.9 vs 47.3% y 7.7 vs 28.1%, respectivamente; P<0.05, Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de los FO y FU en el desarrollo in vitro de embriones clones de O. aries.

%

Etapas del desarrollo embrionario (media + E.E)

n Fragmentados
FO-FU Segmentados 4-16 células Moérulas Blastocistos (media + E.E)

00 78 76(97.1+29)7* 20(27.9+8.0)* 37(47.3+92)* 21(28.1+55) 19(24.8+3.7)
05 76 75(99.1+0.9)* 28(36.8+9.4)* 34(451+65)* 15(21.2+4.1)% 13(18.1+4.7)

1.0 66 66 (100)° 41(62.1+7.0° 18(27.1+£7.0° 5(7.7£3.0°  7(10.9 +4.0)°
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Se efectuaron siete repeticiones en cada tratamiento. La tasa de segmentacion se determing a las 36
h de cultivo in vitro. La tasa de embriones en las etapas de 4-16 células, mérulas y fragmentados se
determind a las 94 h. La tasa de blastocistos se determind a las 168 h. Literales diferentes (*°) dentro
de una misma columna, significan diferencias estadisticas (P<0.05).

9.6. Efecto de los FO y FU en los niveles de ERO y GSH en embriones partenogenéticos y clones

En los blastocistos partenogenéticos tratados con 0.5% de FO y FU (n = 8) no se observaron
diferencias significativas en los niveles de ERO y GSH con respecto al grupo testigo (n = 8) (Figura
9y 10).

A 1.0% de FO y FU (n = 11), los niveles de ERO y GSH disminuyeron significativamente
con respecto al grupo testigo (P<0.05) (Figura 9, Figura 10A y 10C). A esta misma concentracion,
ambas variables presentaron una correlacién positiva directamente proporcional (r = 0.8727,
P<0.001); es decir que, al aumentar los niveles de ERO también aumentan los de GSH y viceversa.

Como se mencion6 anteriormente, a 2% de FO y FU, no hubo desarrollo de blastocistos en

los embriones partenogenéticos.

Campo claro ERO GSH

Figura 9. Evaluacion de ERO y GSH en embriones partenogenéticos de O. aries tratados con FO y
FU. Se observan fotografias en panel (campos claro y oscuro) de embriones en etapa de blastocisto.
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Para las concentraciones de 0.0, 0.5 y 1.0% de FO-FU se evaluaron 8, 8 y 11 embriones. En
fluorescencia verde presencia de ERO y en azul presencia de GSH. Aumento 100X. Escala de barra
(200 pm).
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Figura 10. Analisis semicuantitativo del efecto de los FO y FU en los niveles de ERO y GSH en
embriones partenogenéticos y clones de O. aries en etapa de blastocisto. Intensidad relativa de
fluorescencia de ERO y GSH en blastocistos partenogenéticos (A'y C) y Clones (B y D) (ImageJ).
Las barras representan la media £ E.E. *** P = 0.0009, ** P = 0.0032.

En los blastocistos clones no se observaron efectos en las diferentes concentraciones de FO
y FU (0.5 y 1.0%, n =3) sobre los niveles de ERO y GSH, con respecto al grupo testigo (n =3) (Figura
11, Figura 10B y D). En los blastocistos del grupo testigo los niveles de ERO y GSH presentaron una
correlacion negativa inversamente proporcional (r = -0.8095; P<0.022); es decir que, al aumentar los

niveles de GSH, disminuyen los de ERO y viceversa.
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Campo claro ERO GSH

Figura 11. Evaluacion de ERO y GSH en embriones clones de O. aries. Se observan fotografias en
panel (campos claro y oscuro) de embriones en etapa de blastocisto. Se evaluaron 3 embriones por
cada tratamiento. En fluorescencia verde presencia de ERO y en azul presencia de GSH. Aumento

100X. Barra de escala (200 pm).
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10. DISCUSION

La transferencia nuclear de células somaticas tiene un gran potencial en la propagacién de animales
con caracteristicas genéticas y fenotipicas de interés productivo, ecolégico o biomédico. Sin embargo,
su aplicacidn préctica ha sido limitada debido a factores intrinsecos de la propia técnica (Simmet et
al., 2021), que propician alteraciones a nivel genético y epigenético desde el comienzo del desarrollo
embrionario preimplantacional, y continGan en el desarrollo fetal, por lo que, de llegar a término,
pueden presentarse casos de LOS o AOS (Nava-Trujillo y Rivera, 2023).

Con base en los diferentes estudios donde se describe un efecto positivo de los FO y FU en el
desarrollo y calidad de embriones generados por FIV, en primera instancia se evaluaron algunas
propiedades fisicoquimicas de los FO y FU (volumen, osmolaridad, concentracion total de proteinas
y patrdn de distribucion de las proteinas). Posteriormente, se identifico la presencia de las proteinas
OVGP1, HSP70 y Ezrin. Finalmente, se evalué el efecto de la suplementacion de FO y FU durante

el cultivo in vitro de embriones clones de ovino.

10.1. Evaluacidn del volumen, osmolaridad y concentracion total de proteinas de los fluidos

reproductivos (FO y FU).

En el presente estudio, se obtuvieron diferentes muestras de FO y FU colectados de aparatos
reproductores en la etapa temprana y tardia del metaestro, respectivamente. Las etapas se eligieron
con base al transito del embrion por el oviducto y el utero en determinadas etapas de ciclo estral. El
FO y FU se colectaron Post mortem de ovejas tipo criollo; con un volumen de FU cinco veces mayor
gue de FO, lo cual puede estar relacionado con el tamafio de los érganos de procedencia. En otros
estudios, se analizd el volumen del FO y FU recolectados de ovejas in vivo mediante una sonda
introducida en el ostium del oviducto y de manera continua durante 24 h. Los autores reportaron
volimenes superiores de FO y FU en comparacién con los obtenidos en nuestro estudio; con 100 a
1,630 pL para FO (Perkins et al., 1965; Restall, 1966b; Iritani et al., 1969; Roberts et al., 1976) y 480
a 5,210 pL para FU (Iritani et al., 1969). Estos volumenes dan cuenta de la intensa actividad secretora
del oviducto y del utero, los cuales pueden estar influenciados por el sistema de recuperacion, asi
como también por la accion hormonal. Por su parte, Iritani et al. (1969), observaron que a los dos
dias posteriores al estro, tanto el oviducto como el Utero presentan una mayor actividad secretora, lo
cual confirma que existen factores relacionados con la modulacién del patron secretor de los fluidos
de estas regiones anatdmicas. Ademas, existen otros factores que influyen en el volumen secretado
de FO y FU; por ejemplo, la edad, raza y si las hembras son pre puberes, nuliparas o multiparas.

Otro aspecto fisioldgico importante para considerar de los FO y FU es la osmolaridad, que

va a depender de la concentracion de solutos disueltos, tales como: sales inorganicas, aminoacidos,
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proteinas, entre otros componentes, porque estaran en contacto directo con los gametos y embriones
en desarrollo, los cuales requieren de condiciones especificas de osmolaridad. El rango de variacion
de la osmolaridad oviductal y uterina, entre las diferentes especies domeésticas es estrecho; por
ejemplo, en la vaca, se ha reportado una osmolaridad de 350 a 353 mOsm kg™ (Olds y Vandemark.,
1957), en la cerda es de 318 a 320 mOsm kg* (Li et al., 2007) y en la oveja se ha reportado una
osmolaridad de 316 mOsm kg™ para el FO y de 349 mOsm kg* para el FU (Wales, 1973). El valor
obtenido en este estudio para el FO (343 mOsm kg™) es diferente a lo reportado para FO, pero similar
para el FU. También es diferente el valor obtenido para el FU (280 mOsm kg™) a lo reportado; sin
embargo, este ultimo valor esta dentro del rango normal para un sistema fisiologico. Esta variacion
en la osmolaridad del FU, probablemente se debié a la manipulacién durante el proceso de colecta y
procesamiento de las muestras; por ejemplo, se ha reportado que el método de colecta influyen en la
osmolaridad del FU (Wales, 1973).

Por otro lado, la concentracion total de proteina presente en el FO fue mayor (71.9gL?) alo
reportado en otros estudios con concentraciones de 37.8 y 38.7 g L* (Itze-Mayrhofer y Brem, 2020;
Zhao et al., 2022). La concentracion total de proteina del FU (21.8 g L) fue similar a lo reportado
por otros autores (25.16 a 27.46 g L) (Yahia et al., 2013; Tripathi et al., 2016). Se ha descrito que
la concentracion total de proteina del FO puede estar influenciada por una condicion de estrés

metabolico derivado de la dieta (Tripathi et al., 2016).

10.2. Patron de distribucion de proteinas en los fluidos reproductivos (FO y FU)

En una primera evaluacion, se determind el patron de distribucion de las proteinas presentes
en las muestras de FO (20 bandas) y FU (14 bandas), asi como los pesos moleculares de las bandas
con mayor intensidad, tal y como se ha realizado en la Alpaca (Apichela et al., 2015). A partir de esta
primera evaluacion hubo diferencias en el patrén de distribucion de las proteinas presentes entre las
muestras de FO y FU, observandose un mayor nimero de bandas para el FO, lo cual denota una
mayor complejidad en su composicién proteica. No obstante, otros estudios han identificado mas
proteinas en el FU que en el FO (827 vs. 624), la mayor parte de estas proteinas (585) se presenta en

ambos fluidos (Soleilhavoup et al., 2016).

10.3. Identificacion de las proteinas en los FO y FU

El Western Blot permiti6 identificar las 3 proteinas: OVGPL1, HSP70 y Ezrin, descritas en la
literatura como parte de las principales proteinas presentes en los FO y FU con las que tienen contacto
los embriones a su paso por el tracto reproductivo en ovejas (Soleilhavoup et al., 2016). La OVGP1
es una proteina sintetizada y secretada exclusivamente por las células no ciliares del epitelio

oviductal, con peso molecular de entre 90 a 95 kDa para la mayoria de los animales domésticos; en
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los rumiantes, presenta un peso de entre 57.23 a 57.75 kDa, esta variacion es atribuida al grado de
glicosilacion de la proteina (Pradeep et al., 2011; Zhao et al., 2022).

Por otra parte, la HSP70 pertenece a una familia de proteinas “chaperonas” con peso
molecular de 70 kDa que cumplen una amplia variedad de actividades de mantenimiento celular, asi
como también para contrarrestar los efectos ocasionados por el estrés, tales como: prevenir la
agregacién de proteinas, la separacion de agregados proteinicos, el repliegue de proteinas
desnaturalizadas y la degradacion de proteinas defectuosas (Rosenzweig et al. 2019).

En cuanto a Ezrin, es una proteina de un peso molecular de 87 kDa que funciona como un
conector de microfilamentos de la membrana plasmaética, la cual se encuentra distribuida en las
microvellosidades, pliegues de la membrana plasmatica y otras areas de ésta, con una morfologia
particular (Xu et al. 2023).

En el presente estudio, la OVGP1 se encontrd en mayor cantidad en las muestras de FO, lo
cual esta en concordancia con lo que reportan Soleilhavoup et al. (2016), quienes evaluaron el
proteoma del FO y FU en el estro y durante la fase litea del ciclo estral de la oveja, mediante
cromatografia liquida a nanoescala acoplado a espectrometria de masas en tandem. Los autores
determinaron que la OVGPL1 es la principal proteina del FO durante el estro. Por el contrario, la
OVGP1 se presentd en menor cantidad en el FU, lo cual corresponde a lo reportado para este fluido
(Soleilhavoup et al., 2016). No obstante, se ha descrito que las vesiculas extracelulares obtenidas del
lumen uterino de ovejas son positivas a OVGP1 (Burns et al., 2014).

La OVGP1 es una proteina que juega un papel preponderante durante la fertilizacion, ya que
regula la polispermia al endurecer la ZP (Braganca et al., 2021). También se ha reportado que
aumenta la tasa de segmentacion de morulas y blastocistos en cabras (Pradeep et al., 2011). Ademas,
mediante inmunohistoquimica se ha detectado la interaccién de la OVGP1 con embriones bovinos en
etapas de 4-8 células y en mérulas, encontrandose presente en el espacio perivitelino y dentro de los
blastomeros, no asi en la ZP (Banliat et al., 2020).

En cuanto a la proteina HSP70, se observo su presencia en el FO, siendo casi nula para el FU,
lo cual coincide con lo reportado para la oveja (Soleilhavoup et al., 2016). Sin embargo, existen
reportes que la han identificado en el FU al dia 16 del ciclo estral, no asi en ovejas al dia 16 de
gestacion (Kdch et al. 2010). Por otra parte, se han identificado microvesiculas del lumen uterino
positivas a HSP70, tanto en ovejas ciclando como gestantes al dia 14 (Burns et al., 2014).

Como se habia mencionado, la HSP70 desempefia actividades para contrarrestar los efectos
del estrés; por ejemplo, bajo temperaturas subdptimas del cultivo in vitro (37 y 40 °C), la HSP70 se
sobreexpresa tanto en los ovocitos como en las células de la granulosa (P6hland et al., 2020). También

se ha reportado en bovinos observandose que, si se inhibe la funcién de la HSP70 durante el cultivo
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de embriones de 2-células a temperatura fisioldgica (38.5 °C), se reduce el porcentaje de blastocistos.
Ello denota la importancia de la HSP70 en la funcién celular y no sélo en lo relacionado con el estrés
caldrico (Romero y Hansen, 2002).

Finalmente, la proteina Ezrin se encontré en mayor cantidad en el FO que en el FU, lo cual
concuerda con lo reportado para la oveja (Soleilhavoup et al., 2016). También se ha reportado su
presencia en el FU durante los primeros dias de gestacion de la oveja (Kdch et al., 2010; Romero et
al. 2017).

Xu et al. (2023) realizaron una revision sobre la funcion de la proteina Ezrin desde un enfoque
reproductivo, mencionando su importancia durante los cambios que ocurren en el epitelio uterino a
lo largo del ciclo estral. Ademas, mencionan la participacién de Ezrin para inducir la polarizacion de
los embriones preimplantacionales, asi como también en los procesos de migracion celular e invasion

durante la implantacion del embrién y la embriogénesis.

10.4. Efecto del FOy FU en el desarrollo in vitro de embriones partenogenéticos y clones

En el presente estudio, tanto en los embriones partenogenéticos como en los embriones
clones, no hubo diferencias en la tasa de division entre las diferentes concentraciones de FOy FU y
el grupo testigo. Lo cual concuerda con lo reportado en otros estudios para embriones de bovino
generados por FIV (Lopera-Vasquez et al., 2017; Barrera et al., 2017; Hamdi et al., 2017; Nina et al.,
2021).

A la concentracion mas baja de 0.5% de FO y FU no se observé efecto alguno en el desarrollo
de los embriones partenogenéticos ni en los clones. No obstante, a la concentracién de 1.0% de FO y
FU, disminuy0 el porcentaje de embriones clones en las etapas mas avanzadas del desarrollo (mérula
y blastocisto), y este mismo efecto se exacerbd a la concentraciéon de 2.0% de FO y FU para los
embriones partenogenéticos, que se bloquearon en etapa de 4 a 16 células.

Zhang et al. (2009) reportan para embriones clones de cerdo que concentraciones de 14y 28
ug mL* de FO adicionado al medio PZM-5, aument6 significativamente el porcentaje de blastocistos
(27 y 26%, respectivamente) con respecto al grupo testigo (14%). Pero a concentraciones mas altas
(56 y 100 pg mL™) no se observé efecto alguno.

En este estudio se evalud la concentracion de proteina de las muestras de FO y FU, por lo
cual, se puede determinar la concentracion de proteina que se suplementé para cada concentracion
porcentual. Para 0.5, 1.0 y 2% de FO se utilizé en promedio 359.5, 719 y 1438 ug mL™ de proteina,
respectivamente; mientras que para 0.5, 1.0y 2.0 % de FU se suplement6 109, 218 y 436 pg mL™ de

proteina, respectivamente.
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Si comparamos estas concentraciones con las empleadas por Zhang et al. (2009), se puede
apreciar gque la concentracion de 0.5, 1.0 y 2.0% de FO fueron 3.5, 7.1 y 14.3 veces mayor que la
concentracion mas elevada (100 pg mL™) que utilizaron, la cual no tuvo efecto sobre el desarrollo
embrionario. No obstante, la concentracion de 0.5% de FU (109 ug mL1) fue la méas cercana a la
empleada por Zhang et al. (2009). Las altas concetraciones de FO y FU que se emplearon en este
estudio, propiciaron un ambiente toxico a los embriones partenogenéticos y clones, debido a la
generacién de amonio como producto del metabolismo de las proteinas (Gardner y Lane, 2014;
Kleijkers et al., 2016).

Otros estudios en bovinos reportan que, concentraciones elevadas de FO (2.5%) o FU (5%)
tienen un efecto negativo en el desarrollo de embriones de bovinos producidos por FIV en la etapa de
blastocisto (Lopera-Vasquez et al., 2017; Hamdi et al., 2018). Efectos similares se observaron en el
presente estudio para los embriones clones a concentraciones de 1% de FO y FU (7.7%), y para los
embriones partenogenéticos que bloguearon su desarrollo desde las primeras divisiones a 2.0% de
FOy FU (62.1%).

Por otra parte, Lopera-Vasquez et al. (2017) evaluaron el efecto de diferentes concentraciones
de FO (0.625, 1.25y 2.5%) en el desarrollo de embriones de bovino producidos por FIV, observando
que el porcentaje de blastocistos al dia 7 de cultivo fue significativamente menor para todas las
concentraciones de FO (16, 17 y 13.9%, respectivamente) con respecto al grupo testigo (22.9%). Sin
embargo, al dia 9 de cultivo, a 0.625 y 1.25% de FO el porcentaje de blastocistos fue igual al del
grupo testigo. Esto es similar a lo observado en el presente estudio, en cuanto al porcentaje de
blastocistos clones tratados con 1.0% de FO y FU al dia 7 de cultivo. Sin embargo, los embriones no
se cultivaron mas alla de este tiempo para observar su efecto en los dias posteriores.

Como se observé en el presente estudio, el FO contiene elevadas concentraciones de las
proteinas OVGP1, HSP70 y Ezrin en comparacién con el FU. Si consideramos que para los grupos
de 0.5, 1.0y 2.0% de FO se agregaron concentraciones de 359.5, 719 y 1438 ug mL™ de proteina, asi
también de las proteinas identificadas. Se ha descrito que la suplementacion de OVGP1l a
concentraciones elevadas (50 y 100 pg mL™) tiene un efecto detrimental para el desarrollo
embrionario de caprinos durante la MIV, FIV y cultivo in vitro de embriones (Pradeep et al., 2011).
También este mismo efecto se ha observado cuando se adiciona concentraciones elevadas (50 pg mL-
1y de OVGP reconbinante durante la FIV y los primeros 3.5 dias del cultivo in vitro de embriones en
bovinos, pero no asi, cuando se utiliza de forma separada en cada paso. Los autores llegan a la
conclusion que la suplementacién de los componentes del FO deben de ser gradual en el sistema in

vitro y en el momento apropiado (Algarra et al., 2018).
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Por lo tanto, el efecto de inhibicion en el desarrollo de embriones clones y partenogenéticos
a las concentraciones de 1.0 y 2.0% de FO y FU, se debio a las concentraciones elevadas de proteina
presente en cada una de las concentraciones porcentuales, como lo han reportado otros autores
(Pradeep et al., 2011; Algarra et al., 2018). Ademas la reduccion a la mitad de las concentraciones de
los nutrientes reportadas para el FO y FU durante el cultivo in vitro de embriones de bovino, mejora
la tasa de conversion de morulas a blastocitos, la tasa de blastocistos y los parametros morfo-
fisiol6gicos (Santos et al., 2021).

Por lo tanto, se deben probar concentraciones mas bajas de FO y FU a las utilizadas, asi
como tambien evaluar su efecto en embriones con y sin ZP, considerando que los embriones clones
por HMC carecen de ZP y esto los hace mas suceptibles a los cambios en la concentracion de proteinas
y la interaccion que puedan tener con éstas.

El efecto de los fluidos reproductivos sobre el desarrollo in vitro de los embriones, depende
en gran medida de las caracteristicas de tales fluidos que estaran condicionadas por variables
intrinsecas a su obtencidn, tales como el origen de los fluidos, si son colectados in vivo o post mortem,
si son post mortem el tiempo de obtencion de las muestras, el método de recuperacion, que puede ser
por presion mecanica con forceps, por compresion con portaobjetos, por aspiracion con pipeta
automatica, por raspado con cureta 0 mediante lavado con solucion fisiol6gica (Velazquez et al.,
2010; Itze-Mayrhofer y Brem, 2022).

Dependiendo del método de recuperacion, los fluidos pueden contener mayor o menor
cantidad de impurezas como eritrocitos, células oviductales y restos celulares que no siempre son
eliminados de manera eficiente por centrifugacion (Velazquez et al., 2010).

Otra variable por considerar es, si los fluidos estan puros y concentrados o diluidos, lo cual
es importante ya que la mayoria de los estudios realizan una suplementacién porcentual (v/v), sin
considerar la concentracion de sus componentes que pueden variar de una muestra a otra y no ser

reproducibles. Lo mas objetivo seria suplementarlos con base a su concentracién (mg mL™?).

10.5. Efecto de los FO y FU sobre el nivel de ERO y GSH en embriones partenogenéticos y clones

En el presente estudio se observé que los blastocistos partenogenéticos cultivados con 1.0%
de FO y FU disminuyeron significativamente la concentracion de ERO, asi como también la de GSH.
Este resultado esta acorde con lo reportado por otros estudios, en donde las concentraciones de ERO,
asi como la expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo, disminuyeron en embriones de
bovino producidos por FIV tratados con FO y FU (Cebrian-Serrano et al., 2013; Hamdi et al., 2018).

En el proteoma del aparato reproductor de la oveja se han identificado 940 proteinas, de las

cuales el 4% estan relacionadas con procesos de éxido-reduccion (Soleilhavoup et al., 2016) y el 5%
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con estrés oxidativo (Koch et al., 2010). Algunas de las proteinas méas abundantes del FO en la fase
lutea son la ceruloplasmina y lactotransferrina, mientras que en el FU son la peroxirredoxina-1y la
glutation S-transferasa (Koch et al., 2010; Soleilhavoup et al., 2016). Estas proteinas forman parte
del sistema antioxidante no enzimatico de los fluidos reproductivos y probablemente fueron las
responsables de reducir los niveles intracelulares de ERO en los embriones partenogenéticos, por lo
tanto, los embriones no necesitaron aumentar la concentracién de GSH intracelular para contrarrestar
las ERO vy, por consecuencia, también disminuyeron los niveles de GSH cuando se adicion6 1.0% de
FOvy FU.

En los embriones clones no se observé un efecto de las diferentes concentraciones de FO y
FU sobre los niveles de ERO y GSH. Ademas, los niveles de ERO fueron similares entre los
embriones clones y partenogenéticos, a pesar de la intensa manipulacién a la que fueron sometidos al
ser expuestos a una elevada concentracién de oxigeno, a cambios de temperatura y a la exposicion a
la luz; factores que son generadores de ERO (Soto-Heras y Paramio, 2020; Deluao et al., 2022). Por
otra parte, también llama la atencion que los niveles de GSH fueron diferentes entre los dos tipos de
embriones, cerca de un 30% mas en los embriones clones que en los partenogenéticos. Posiblemente
esto se debid a que, por cada embrién clon, se utilizaron dos citoplastos, los cuales conservaron
alrededor del 70% del volumen inicial de citoplasma después de la enucleacién. Por lo tanto, cada
embrién clon tuvo cerca de un 40% mas de citoplasma que los embriones partenogenéticos, lo cual
pudo aumentar la concentracion intracelular de GSH y mantener en equilibrio los niveles de ERO en
ellos.

Se ha descrito que, al aumentar el volumen citoplasmético de los embriones clones, se mejora
su calidad y potencial de implantacion, debido a la adicién de mitocondrias y otros factores
citoplasmaticos que ayudan a la reprogramacion nuclear (Panda et al., 2011; Liu et al., 2018; Raja et
al., 2019), pero no se ha descrito nada respecto a la concentracion de GSH intracelular.

El GSH es un antioxidante no enzimatico que se sintetiza principalmente en el citosol (80-
85%), en las mitocondrias (10-15%), y en menor cantidad en el ndcleo y el reticulo endoplasmatico.
Su accion antioxidante puede ser directa o0 como cofactor de enzimas antioxidantes y desintoxicantes,
actla sobre diversos radicales libres y pro-oxidantes como el peréxido de hidrogeno que es un
precursor de ERO (Averill-Bates, 2023).

La presente investigacion ha sido una de los pocas que han evaluado el efecto de los FO y
FU en el desarrollo y calidad de los embriones producidos in vitro, y el inico en embriones clones de
ovino generados por HMC ya que, por las caracteristicas propias de la técnica, los embriones carecen
de ZP y son maés suceptibles al ser expuestos directamente a los componentes del FO y FU que

embriones con ZP. No obstante, este estudio permitié conocer de manera general algunos efectos de
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los FO y FU en el desarrollo de embriones clones de ovino, y brinda la posibilidad de investigar a
mayor profundidad el impacto que puedan tener los fluidos reproductivos en la calidad de los
embriones clones, en términos de ndmero de células totales, expresién de genes y regulacion

epigenética.

11. CONCLUSIONES

El presente estudio permiti6 determinar las caracteristicas fisicoquimicas (volumen,
osmolaridad y concentracion total de proteinas), el perfil proteico (patron de distribucion de
proteinas) y la presencia de las proteinas OVGP1, HSP70y Ezrin en el FO y FU de las fases temprana
y media del metaestro, del ciclo estral de ovejas domésticas adultas.

El volumen recuperado de FU fue 5 veces mayor que el de FO, lo que se relaciona con el
tamafo y la superficie del oviducto y el Utero. Tanto la osmolaridad como la concentracion de
proteinas fueron mayores en FO que enel FU (1.2 y 3 veces mas, respectivamente), valores que estan
dentro del rango descrito para las ovejas. El patron de distribucion de proteinas entre FO y FU fue
diferente, siendo mas complejo en el FO. Las proteinas OVGP1, HSP70 y Ezrin fueron identificadas
en los FO y FU, encontrandose en mayor concentracion en las muestras de FO.

La suplementacion con 0.5% de FO y FU durante el cultivo de embriones partenogenéticos
y clones, no tuvo efecto sobre el desarrollo embrionario, mientras que las concentraciones mas
elevadas de 1.0y 2.0% de FO y FU, tuvieron un efecto negativo en el desarrollo de embriones clones
y partenogenéticos, respectivamente.

En cuanto al balance redox en embriones partenogenéticos en la etapa de blastocisto, la
concentracion de 0.5% de FO y FU no tuvo efecto alguno en los niveles intracelulares de ERO y
GSH, mientras que la concentracion de 1.0% de FO y FU redujo los niveles de ERO y GSH. En el
caso de los embriones clones en etapa de blastocisto, ni el FO ni el FU tuvieron efecto sobre los

niveles intracelulares de ERO y GSH.
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12. CONSIDERACIONES A FUTURO

El presente estudio fue uno de los primeros en analizar el efecto de los FO y FU en el cultivo de
embriones clones de ovino producidos por HMC. Dado que no se observo efecto de los fluidos a la
concentracion de 0.5% en las variables estudiadas (desarrollo embrionario y estado redox) en los
embriones clones y que, a 1.0 y 2.0% de FO y FU hubo un efecto negativo, hay algunos puntos
importantes que considerar para posteriores estudios:

- Obtener FO y FU de ovejas in vivo.

- Si los FO y FU se obtienen de animales de rastro, debe de pasar el menos tiempo posible entre el
sacrificio y su recuperacion, obtenerlos mediante lavados con solucion fisiolégica v filtrarla antes de
su utilizacion.

- Suplementar los FO y FU en funcién de la concentracion total de proteina, evaluar cada fluido por
separado durante todo el cultivo de los embriones clones y después de manera secuencial.

- Evaluar diferentes concentraciones de FO y FU tomando en consideracion que los embriones clones
por Handmade cloning carecen de ZP.

- Ademas de evaluar el efecto de los FO y FU a nivel morfol6gico en el desarrollo embrionario,

también se debe evaluar la expresién de algunos genes importantes para el desarrollo embrionario.
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14. ANEXOS

Solucioén Bradford

Para preparar 1L de solucion Bradford se disuelven los siguientes componentes en un vaso de
precipitado, después se agrega agua destilada hasta completar 1L de volumen y se homogeniza con
ayuda de un agitador magnético, posteriormente se filtra en papel filtro (Whatman No.4) y se

almacena a 4 °C protegiéndolo de la oscuridad.

Reactivo Cantidad
Azul de Coomassie G-250 100 mg
Etanol al 95% 50 mL
Acido fosforico 85% 100 mL

Geles de poliacrilamida

Gel de corrimiento o separador

Para preparar gel de poliacrilamida al 10% se mezclan los siguientes reactivos en un vaso de
precipitado de 10 mL. Inmediatamente después de homogenizar la solucion se coloca en el cartucho

donde se deja polimerizar el gel.

Reactivo Volumen
Agua destilada 4.01 mL
Tris (trisaminometano)-HCI (1.5 M, pH 8.8) 25mL
Bis-acrilamida (30%) 3.32mL
Sodium dodecylsulfate (SDS; 10%) 100 pL
Persulfato de amonio (10%) 50 pL
Tetramethylethylendiamina (TEMED) 10 pL

Gel concentrador
Para preparar el gel concentrador se mezclan los siguientes reactivos en un vaso de precipitado de 5
mL. Inmediatamente después de homogenizar la solucion se coloca sobre el gel de corrimiento y se

coloca el peine de 10 pozos, se dejar polimerizar.

64



Reactivo Volumen
Agua destilada 1.52 mL
Tris-HCI (0.5 M, pH 6.8) 620 pL
Bis-acrilamida (30%) 3.32mL
SDS (10%) 25 uL
Persulfato de amonio (10%) 25 pL
TEMED 1.25 uL

Azul de Coomassie
Para preparar 100 mL de solucidn, se disolvi6 0.1g de azul de Coomassie en una solucion de Metanol

al 50% y Acido acético glacial al 10%, se filtrd y se guardd en un frasco dmbar.

TBS
Para preparar 1L de TBS (10X) se pesa 24.2 g de Tris-HCIl y 80.0 g de NaCl, se disuelve en 1 L de
agua destilada y se ajusta el pH a 7.6. A partir de esta solucidn stock se prepara la solucion de trabajo

haciendo una disolucién 1:10.

TBS-tween
Se adiciona a 1L de TBS 1X, 1 mL de Tween 20.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Embrye preduction through somatic cell nueclear transfer (SCNT) is a powerful tool to produce elite sheep and
SCNT preserve endangered wild species. However, the rate of newborns produced using this technique remains low.
Sheep Embryes produced through SCNT exhibit abnormal gene expression, often regulated by epigenetic mechanisms,
%‘;:::Y such as DNA methylation and post-translational histone modifications, which establish the genome imprinted for

the ontogenetic development of mammals. The objective of the present review was to describe the current state
of the efficiency of sheep embryo production and newborn lamb generation through SCNT to offer an up-to-date
reference. The primary strategy to improve SCNT in sheep is nuclear reprogramming. As such, the supplemen-
tation of vitamin C, scriptaid, zebularine, and oocyte extracts during somatic cell and embryo culture could
improve nuclear reprogramming in cloned sheep embryos. Further, the modification of somatic cell chromatin
and substitution of histones with protamines have been explored as additional strategies to improve SCNT.
Elucidating the complexity of these processes will allow for the application of treatments or strategies aimed at
improving the efficiency of SCNT and ensuring the quality of the produced offspring.

1. Introduction

There are different reproductive biotechnologies, including artificial
insemination (AI), multiple ovulation and estrus synchronization, in
vitro oocyte maturation (IVM), in vitro embryo production through in
vitro fertilization (IVF) or intracytoplasmic sperm injection (ICSI), and
gamete and embryo cryopreservation. These techniques are aimed at
obtaining the maximum number of offspring in the reproductive life of a
livestock or wild individual, which may not be possible naturally (Loi
et al., 2016).

Among these biotechnologies, embryo cloning can be viewed from a
vertical or horizontal perspective (Navarro-Maldonado et al., 2003). The
vertical perspective includes blastomere separation and embryo bisec-
tion techniques at different stages of early embryonic development for
the generation of monozygotic twins (Casser et al., 2019). The hori-
zontal perspective includes somatic cell nuclear transfer (SCNT),
through which individuals are generated asexually; this requires a

somatic cell (diploid) that donates the genetic information contained
within its nucleus-called the “karioplast”-and a nucleus-free oocyte,
whose eytoplasm serves as the receptacle for the donated nuecleus-called
the “eytoplast™ (Gurdon, 2013) (Fig. 1).

Somatic cell nuclear transfer serves different applications, including
the propagation of animals with high genetic value (Selokar et al.,
2018), generation of transgenic (Zhang et al., 2013; Li et al., 2016; Li
etal., 2020) and gene-edited (Zhang et al., 2018) animals, production of
organs for xenotransplantation (Gao et al., 2017), and conservation of
endangered (Loi et al., 2001; Gomez et al., 2004; Kim et al., 2007; Yang
et al., 2010) and extinet wildlife (Folch et al., 2009).

The effectiveness of generating ovine and other mammalian embryos
and progeny by SCNT is determined by a wide variety of biological,
molecular and epigenetic factors. The provenance and molecular quality
of nuclear donor cells seem to largely affect the efficiency of somatic cell
cloning (Ma et al., 2015; Samiec and Skrzyszowska, 2010a; Wiater et al.,
2021a; Zhang et al., 2018a). It is also worth noting that the quality of
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Fig. 1. Schematic process of somatic cell nuclear transfer.

nuclear recipient oocytes, which is dependent on the parameters related
to their meiotic, cytoplasmic and epigenomic maturity, appears to be of
great importance for determination of SCNT-based cloning (McLean
etal., 2021; Gupta et al., 2019; Yuan et al., 2019). It is beyond any doubt
that the strategies applied to extrinsically stimulate the embryo-specific
developmental program of nuclear-transferred oocytes remarkably bias
the developmental outcome of somatic cell-cloned embryos (Hajian
et al.,, 2013; Samiec and Skrzyszowska, 2010b; Xue et al., 2011;
Skrzyszowska et al., 2008). Furthermore, one of the most important
factors determining the effectiveness of somatic cell cloning are genomic
interrelations between nuclear and mitochondrial compartments in
nuclear-transferred ooeytes and corresponding embryos (Llovd et al.,
2006; Samiec, 2005; Lee et al., 2010; Samiec and Skrzyszowska, 2021).
Finally, estimating the extent of epigenetic reprogrammability of donor
cell nuclear genomes in embryos generated by SCNT enables to highly
predict the efficacy of somatic cell cloning in sheep and other
mammalian species (Al-Ghadi et al., 2020; Samiec and Skrzyszowska,
2005; Wiater et al., 2021b; Zhang et al., 2018b, 2020).

To this end, the objective of the present review was to illustrate the
current state of the efficiency of sheep embryo production and newborn
lamb generation through SCNT to offer an updated reference. The
relevance and application of this literature review lie in viewing the
future direction of SCNT in sheep and the associated limitations in the
efficiency of this technique. The review also discusses perspectives on
improving the efficiency of SCNT and addressing the current limitations
in the future.

2. SCNT

Conventionally, the manipulation of oocytes and somatic cells dur-
ing SCNT has been performed using micromanipulators (Wilmut et al.,
1997). The nuclear material is removed from the oocyte and somatic
cells and placed within the perivitelline space or injected directly into
the oocyte cytoplasm (Galli et al., 2002). Some improvements have been
made to the conventional method, one of which is the removal of zona
pellucida (ZP) from oocytes following IVM. ZP is the extracellular
glycoprotein matrix that protects the embryo; therefore, during
enucleation and fusion, it is necessary to cross the ZP. Moreover, ZP
removal facilitates the handling of oocytes within a short time (Oback
et al., 2003; Lagutina et al., 2007).

Furthermore, chemically assisted enucleation has been imple-
mented, in which chemical agents, such as demecolcine, inhibit micro-
tubule polymerization of the meiotic spindle. As a result, the metaphase
plate is externalized at the level of the plasma membrane, forming a
protuberance such that the oocyte can be enucleated without Hoechst
staining or UV exposure, as in the conventional method (Vin et al.,
2002).

At the beginning of the 2000 s, the handmade cloning (HMC) tech-
nique emerged, which did not require the use of micromanipulators.
This technique is based on the use of ZP-free oocytes and their subse-
quent chemically assisted enucleation, in which the cytoplasm portion
with the genetic material is removed through a cross-section with a
microblade (Vajta et al., 2001). Alternatively, it can be removed using a
pulled Pasteur pipette, aspirating the metaphase plate and taking
advantage of the surface tension between the culture medium and
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Table 1
In vitro efficiency of sheep embryos produced through somatic cell nuclear transfer.
Cloning method Cell type Treatment Blastocyst rate (%) N/C Change (%) Reference
Before After
Conventional Fetal fibroblasts - 115 - - Li et al. (2021)
37/323
Transgenic fetal fibroblasts - 13.1 - -
31/236
Conventional Fetal fibroblasts Aggregates embryos 16 13 -3 McLean et al. (2021)
186/1192 703/5510
Conventional Cumulus cells Zebularine and scriptaid 21.16 28.25 7.09 * Fang et al. (2020)
100/463 129/455
Conventional Adult fibroblasts™ Vitamin C 17.9 25.9 g* Zhang et al. (2020)
41/233 57/219
Adult fibroblast=*" Vitamin € 32.3 42 7.7 *
39/114 52/122
Conventional Cumulus cells Zebularine 11.8 25.4 13.2*% Cao et al. (2019)
12/101 30/117
Conventional Fetal fibroblasts Chaetocin 9.8 10.6 0.8 Zhang et al. (2018)
8/96 11/106
Conventional Transgenic fetal fibroblasts KDM4D 11.3 19.2 7.9+ Zhang et al. (2018a)
17/157 31/162
Conventional Adult fibroblasts - 5.3 - - Khan et al. (2018)
5/105
HMC Adult fibroblasts - 12.5 - -
8/59
Conventional Fetal fibroblasts iPSCs 10 2 g* German et al. (2015)
17/178 3/158
Conventional Adult fibroblasts - 14.6 - - Ma et al. (2013)
15/103
Manual Enucleation Adult fibroblasts - 11.2 - - Hosseini et al. (2013)
323/36
Conventional Cumulus cells Scriptaid 8.6 25.7 17.1 * Wen et al. (2014)
5/59 17/66
Conventional Fetal fibroblasts BIX01294 18.7 18.3 -0.4 Fu et al. (2012)
10/53 11/63
Conventional Fetal fibroblasts 226 - - Heidari et al. (2010)
83/367
Cumulus cells 23.6 - -
27/114

Number of blastocysts (N). Cleaved embryos (CE). Handmade cloning (HMC). Dorper (D).

Booroola Merino (BM).
Statistically significant differences at *p < 0.05.

mineral oil (Hosseini et al., 2013). HMC reduces the time required for
enucleation, which allows for processing more oocytes within a shorter
period. Furthermore, the fusion between the karioplast and cytoplast is
more efficient with HMC than with the conventional method (Khan
et al., 2018), allowing for obtaining a greater number of reconstructed
embryos (Liu et al., 2015). Regarding the efficiency in producing preg-
nancies to term, however, HMC is either comparable or occasionally
superior to conventional SCNT (Cortez et al., 2018).

3. In vitro and in vivo efficiency of sheep embryo development
through SCNT

Different species of domestic and wild mammals have been cloned
through SCNT (Borges and Pereira, 2019); however, the efficiency of
newborn offspring per generated embryo remains low (Vajta, 2018).
Studies on SCNT published during 1997-2015 have reported an effi-
ciency of 0.5-1% live offspring in livestock animals (Loi et al., 2016). In
this context, sheep (Ovis aries) is one of the model mammalian species
for SCNT research because of its moderate cost of maintenance, easy

Table 2
Efficiency of newborn offspring produced through somatic cell nuclear transfer.
Cloning method Cell type Treatment Lambs (%) N/ET Increase (%) Reference
Before After
Conventional Fetal fibroblasts Aggregates embryos 9 1521/138 BT 6* McLean et al. (2021)
11/120 BT
Conventional Cumulus cells Serum starvation and ionomycin 00711 CE 7.11/14 CE 7a*# Demir et al. (2019)
Conventional Fetal fibroblasts - 228/36 FR. - - Koroghli et al. (2018)
Conventional Transgenic fibroblasts - 1023/232 CE - - Li et al. (2016)
Conventional Fetal fibroblasts - 19.516/82 CE - - Rutigliano et al. (2015)
HMC Transgenic fibroblasts - 5.73/53 BT - - Zhang et al. (2013)
Conventional Adult fibroblasts CRlaa vs SOFaa 00/24 FR 15.34/26 FR 15.3 Xue et al. (2011)
Conventional Fetal fibroblasts Oocyte extracts® 3.12/65 BT 14.710/68 BT 11.6*%* Rathbone et al. (2010)

Number of embryos (N). Embryo transfer (ET). Cleavage embryos (CE). Blastocysts (BT). Female receptor (FR). Charles Rosenkrans medium supplemented with amine
acids (CR1aa). Synthetic oviductal fluid supplemented with amino acids (SOFaa). §Oocyte extracts from Xenopus laevis. Statistically significant differences at

*p < 0.045 or * *p < 0.05.
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Table 3

Efficiency of wild sheep embryos produced through interspecies somatic cell nuclear transfer.
Species Cloning method Cell type In vitro outcome In vivo outcome Reference
Ovis ammon Conventional Fibroblast 91.7% 16-32 cells 3.6% pregnancies, none term White et al. (1999)
Ovis ori Li: C ional Granulosa cells 30.4% Blastocyst 14.3% live birth, 1 lamb Loi et al. (2001)
Ovis canadensis mexicana Conventional Somatic cells 87.8% 1-cell 1.8% pregnancies, none term Williams et al. (2006)
Ovis orientalis isphahanica Conventional Zona Free Fibroblast 7.6% Blastocyst 16.7% live birth, 2 lambs* Hajian et al. (2011)
Ovis ammon Conventional Fibroblast 15.7% Blastocyst - Pan et al. (2014)
Ovis densi: i Handmade Cloning Fibroblast 15% Blastocyst - Vazquez et al. (2017)
Ovis densi: 7 Handmade Cloning Fibroblast 14.3% Blastocyst = Hernandez et al. (2020)

* *None survived

Fig. 2. Development of sheep embryos generated through somatic cell nuclear transfer. (A) Four-celled embryos at 24 h of culture. (B) Morula at 96 h of culture. (C)

Early blastocysts at 144 h of culture. (D) Expanded blastocysts at 168 h of culture.

handling, and relatively short gestation period compared with that of
other species of zootechnical interest (Loi et al., 2013).

Recent studies on SCNT in sheep have reported an efficiency of
5.3-42% from the beginning of segmentation to the blastocyst stage
(Table 1). Conventional SCNT is commonly used for sheep cloning. The
cells used as karyoplasts are mainly fibroblasts of both fetal and adult
origin. Most studies on SCNT in sheep have focused on improving the
epigenetic status of cloned embryos. Specifically, treatment with serip-
taid has been reported to increase the blastocyst rate by 17.1% (Wen
et al.,, 2014). In contrast, when used as karyoplasts, induced pluripotent
stem cells (iPSCs) negatively affected the blastocyst rate (—8%; German
et al., 2015). Meanwhile, some treatments produced no effect on the
blastocyst rate.

Although the number of embryos that reach the blastocyst stage is an
important factor, the quality of the obtained embryos is more relevant,
as most treatments positively affect the total cell number and epigenetic
status of the cloned embryos. For newborns, the reported efficiency

ranged from 5.7% to 15% per transferred blastocyst and from 7.1% to
19.5% per segmented embryo (Table 2). The cloned lambs were pri-
marily generated by conventional SCNT, using fetal fibroblasts as kar-
yoplasts. Some treatments, such as embryo aggregation in the morula
stage (McLean et al., 2021), cell cycle synchronization through fetal
bovine serum (FBS) reduction and ionomycin activation (Demir et al.,
2019), use of different culture media for embryonic development (Xue
et al, 2011), and somatic cell nuclear reprogramming with Xenopus
laevis oocyte extract (Rathbone et al., 2010), have been reported to
positively affect the birth of lambs.

In these studies, embryo transfer was performed at different stages of
embryonic development, and newborn efficiency depends on the stage
at which the embryo was transferred. Therefore, it is difficult to deter-
mine the actual efficiency of cloned embryos that reach the newborn
stage and to evaluate the effects of applied treatments on achieving the
blastocyst stage in vitro.

Furthermore, the efficiency of the transgenic lambs ranged from
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Fig. 3. Epigenetic markers. Histone acetylation, DNA methylation, and genomic imprinting.

5.7% to 10% (Table 2). Some studies focused on cytokine production
during the gestation of cloned embryos and its association with the
placentation process, with the objective of establishing the highest
number of pregnancies.

The data presented belong to reports of intraspecific cloning in
sheep, that is, the karyoplast and cytoplast come from the same species
(Ovis aries). Regarding interspecific cloning in sheep, which is when the
karyoplast and cytoplast used are from different species but evolution-
arily close, there is little information (Table 3). In this, the karyoplast
comes from a wild species usually in danger of extinction and is applied
for conservation purposes. The percentage of cloned embryos that reach
the blastocyst stage ranges between 7.6% and 30.4% (Table 3), like that
reported for intraspecific cloning from 5.3% to 42% (Table 1). Denoting
a high variability in both types of cloning.

There are only two studies that report the birth of wild sheep by
interspecific cloning, one European mouflon (14.3%) and two Esfahan
mouflons (16.7%), although the latter did not survive (Table 3).

In our laboratory, we could achieve the blastocyst rate of 43.8%
using SCNT in domestic sheep (unpublished data; Fig. 2) and 14-15%
using interspecific SCNT in wild sheep (Vazquez et al., 2017; Hernandez
et al., 2020).

In horses and cattle, the efficiency in obtaining live-born clones is
very similar (9% and 9.2%, respectively) (Akagi et al., 2013; Gambini
and Maserati, 2018); while in pigs this efficiency is highly variable (from
1% to 12%) (Grupen, 2014).

4. Placental abnormalities in sheep pregnancy established
through SCNT

In ruminants, implantation begins with the elongation of the
conceptus, where trophoblast cells rapidly proliferate. In sheep, this
process starts from day 12-17 post-mating and placentation stars on
days 24-26, where the trophoblast begins to closely associate with the
endometrium. Consequently, the cotyledons and specialized structures
of the placenta interdigitate the endometrial caruncles to form the pla-
centomes (Spencer and Hansen, 2015).

At this time, many sheep pregnancies established through SCNT are
lost (22-41%), and this percentage is much greater than the loss of
pregnancies established through IVF (5%) and natural mating (3.5%)
(Loi et al., 2006; Rutigliano et al., 2015).

Fewer placentomes are formed during the placentation of sheep
embryos through SCNT than through natural mating (49 vs. 70).
Moreover, the mean placentome weight (12.32 g) and total placental
weight (631.33 g) obtained through SCNT were higher than those ob-
tained through natural mating (8.72 and 523.51 g, respectively; Ni
et al., 2016). In addition, sheep placentae obtained through SCNT pre-
sent extensive macroscopic degeneration and numerous histopatholog-
ical abnormalities of the cotyledonary structures, such as the absence of
binucleated and multinucleated cells (Loi et al., 2006). In a review of
placental abnormalities in sheep pregnancies established through SCNT,
Palmieri et al. (2008) noted placentomes with abnormal shape; reduced
vascularization; immaturity of vessels of the placental villi; reduced
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vasculogenesis, apoptosis, and hypoplasia of trophoblastic epithelial
cells; reduced number of binucleate cells derived from trophoblasts; and
increased thickness of the sub-trophoblastic basement membrane and
capillary basal lamina to be the major anomalies.

Furthermore, comprehensive analysis of SCNT placentae using
transmission electron microscopy revealed various mitochondrial de-
fects, such as swollen, fragmented, and devoid of cristae, as well as
anomalies of other organelles, such as expanded endoplasmic reticulum
and swollen autophagosome membranes. These defects are related to
dysfunctions in the fusion of mitochondria, regulated by mitofusin 2
protein, which was downregulated in SCNT placentas, leading to
apoptosis. In addition, damaged mitochondria were not promptly
eliminated through autophagy and mitophagy (Czernik et al., 2017).

Gene expression analysis of specific placental structures, such as the
cotyledonary and intercotyledonary region, revealed the upregulation of
immune response-related genes, such as cytotoxic T-lymphocyte asso-
ciated protein (CTLA4), interleukin 2 receptor alpha (IL2RA), cluster of
differentiation 28 (CD28), interleukin 6 (IL6), transforming growth
factor p1 (TGF-1), interleukin 1 alpha (IL-1a), chemoking (C-X-C) motif
ligand (CXCL&), and interleukin 10 (IL10), as well as genes associated
with gestational failure, such as interferon-gamma (INF-§) and tumor
necrosis factor-alpha (TNF-@) (Rutigliano et al., 2015).

In pregnancies established through natural mating, the expression
levels of these genes were similar between sheep and goats. However, in
pregnancies established through SCNT, these genes are dysregulated
and markedly overexpressed in sheep, which can explain the higher rate
of pregnancy loss through SCNT in sheep (41%) than in goats (0%;
Rutigliano et al., 2015). In addition, the lower rate of embryonic and
fetal survival in sheep generated through SCNT may partly be attributed
to the disruption of mechanisms that regulate immunity, leaving the
fetus unprotected from the maternal immune system (Rutigliano et al.,
2015).

Another comprehensive study revealed alterations in the expression
of genes related to apoptosis (B-cell lymphoma 2 [BCL2] and BCL2-
associated X protein [BAX]), growth factors (growth differentiation
factor 9 [GDF9], bone morphogenetic protein 15 [BMP15], fibroblast
growth factor 2 [FGF2], and insulin-like growth factor 1 [IGF1]), and
immune response-related genes (TNF-a, IFN-y, interleukin 1 beta [IL-
141, and major histocompatibility complex class I [MHC-I1) in sheep
pregnancies established through SCNT. During the first 45 days of
pregnancy, these genes were slightly dysregulated only in some
placental structures, although this dysregulation further extended to the
endometrial structures and worsened at the end of pregnaney (Koroghli
et al., 2018).

5. Epigenetic alterations in sheep cloned embryos

During embryonic development, blastomeres diverge into different
cell lineages, implying that they pass through totipotential, pluri-
potential, and multipotential states until the different cell types that
constitute an adult organism are obtained. The differential expression of
genome depends on the activation and suppression of specific genes
through epigenetic modifications, such as DNA methylation and post-
translational histone modifications, which regulate different biological
processes, including genomic imprinting (Wang et al., 2020).

5.1. DNA methylation patterns

DNA methylation involves the insertion of a methyl group, pre-
dominantly at carbon 5 of the nitrogenous bases of eytosine (5-mC) via
covalent bonding (Fig. 3). DNA methyltransferases (DNMTs) are
responsible for DNA methylation (Turek-Plewa et al., 2005). Through
this mechanism, differential expression of genome is achieved, and the
methylation patterns vary across cell types. For instance, the state of
DNA methylation considerably differs between gametes: the sperm is
subjected to a higher degree of methylation than the oocyte in
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Fig. 4. DNA methylation pattern during the development of in vivo and so-
matic cell nuclear transfer (SCNT) embryos in sheep.
Adopted and modified from Beaujean et al. (2004).

metaphase I (73% vs. 30%). Following fertilization, the male and fe-
male pronuclei undergo marked demethylation, which erases the DNA
methylation patterns. Once the embryo genome activation begins in the
8- and 16-celled stages, new DNA methylation patterns are established
(Duan et al., 2020).

In contrast, embryos produced through SCNT obtain genetic infor-
mation from somatic cells unique DNA methylation patterns according
to the cell types. These embryos have been reported to exhibit abnormal
DNA methylation patterns, as opposed to embryos obtained in vivo.
Trophectoderm cells from sheep cloned embryos showed a higher de-
gree of DNA methylation than those from in vivo embryos (Fig. 4;
Beaujean et al., 2004), which is related to the abovementioned placental
alterations in cloned fetuses (Rurigliano et al., 2015; Ni et al., 2016;
Czernik et al., 2017; Koroghli et al., 2018).

5.2. Post-translational histone modifications

The nucleosome is the basic unit of chromatin, and it comprises pairs
of histones H2A, H2B, H3, and H4, forming an octamer on which the
DNA is anchored. Histones are the targets of different post-translational
modifications. While some of these modifications directly affect the
electrostatic charge of chromatin and alter the DNA-histone interaction,
others act indirectly by recruiting effector proteins to activate diverse
signaling pathways. The acetylation of lysine residues present in his-
tones, which plays a fundamental role in the regulation of gene
expression (Lawrence et al., 2016), is among the most studied histone
modifications (Fig. 3).

Sheep embryos generated through SCNT present a higher degree of
methylation at lysine 9 of histone 3 (H3K9me2 and H3K9me3) at the
zygote and 2-celled stages (Fu et al., 2012; Zhang et al., 2018b) than
embryos generated through IVF. This degree of methylation is inherent
to somatic cells used as karvoplasts, and as embryonic development
advances, the degree of methylation remains stable. At the morula and
blastocyst stages, the elevated degree of H3K9 methylation has been
reported (Fu et al., 2012; Zhang et al., 2018a) despite the low levels the
associated histone methyltransferases encoded by the euchromatic
histone-lysine N-methyltransferase 2 (EHMT2) gene (Fu et al., 2012).
This abnormal pattern may be attributed to inadequate somatic cell
nuclear reprogramming following embryonic genome activation (EGA).

5.3. Genomic imprinting

The embryonic and fetal development of mammals requires the
proper expression of genome, which constitutes genes of both paternal
and maternal origin. Although most genes are expressed regardless of
their parental origin, a few are expressed in a mono-allelic manner. In
other words, these genes are imprinted, and their expression depends on
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their parental origin (Reig and Concha, 2012).

In cloned sheep, different degrees of methylation at the locus of the
imprinted insulin-like growth factor 2 receptor (IGF2R) gene, which
controls embrvonic growth, have been observed. In ruminants, the
alteration of the methylation status of this imprinted gene is linked to
large offspring syndrome (LOS), which is characterized by overgrowth
(Young et al., 2003). In sheep, LOS incidence ranges from 31.3% to
58.33% (Rutigliano et al., 2015; Ni et al., 2016). Presumably, the
TRIM28 protein acts as a transcriptional corepressor in the regulation of
the imprinted gene during preimplantation through different mecha-
nisms. During sheep embryonic fibroblast proliferation, Trim28 main-
tains the DLK-GTL2 methylation pattern and regulates IGF2-HI19
imprinted gene expression by modulating PEG3 expression without
affecting the DNA methylation loci. The DLK-GTL2 imprinting domain is
associated with embryonic development and postnatal growth. These
observations paved the way for understanding the mechanics of
genomic reprogramming during SCNT in sheep (Luo et al., 2017).

Overexpression of miRNA-127, miRNA-21, and miRNA-16 has been
reported in placentae recovered from SCNT pregnancies, in which lambs
died within a few days of birth. Among these, miRNA-127, which
negatively regulates retrotransposon-like 1 (Rtl1), was markedly over-
expressed. Consequently, Rtll, an important imprinted gene for
placental development, was downregulated in the placentae of the
lambs that died but not in the placentae of lambs that survived. There-
fore, these alterations in gene expression were implicated in placental
defeets, compromising the survival of transgenic lambs produced
through SCNT (Ni et al., 2016).

6. Advances in sheep embryo production through SCNT

The research group led by Ian Wilmut and Keith Campbell conducted
277 SCNT attempts that resulted in the formation of 29 sheep cloned
embryos following transfer to recipient females, although only one of
them resulted in the birth of the sheep “Dolly.” The efficiency of live
birth was 0.36%, considering the total number of attempts (277) and the
number of embryos transferred (3.4%) (Wilmut et al., 1997). Since then,
various approaches have been employed to improve the efficiency of
SCNT in different animal species, including sheep.

Some strategies were focused on determining the most suitable cell
type for SCNT. To date, different cell types, including granulosa cells,
cumulus cells, and fibroblasts derived from adult, young, newborn, and
fetuses, have been explored. Both fetal fibroblasts and cumulus cells
present great potential to generate cloned embryos at the blastocyst
stage, with slightly but significant variations among different cell pas-
sages (Heidari et al., 2010). Mesenchymal stem cells were sucecessfully
isolated from adipose tissue, cultured in vitro, and differentiated into
other cell types, demonstrating their potential for use in SCNT programs
(Zhao et al., 2020).

However, one of the shortcomings of using adult animal cells for
SCNT is their limited proliferative capacity in vitro. In this context, the
induction of hTERT expression in adult sheep fibroblasts enhanced their
proliferative capacity in vitro, without leading to phenotypic trans-
formation or compromising their ability to generate cloned embryos
while inereasing the blastocyst rate (Zhang et al., 2019). Nevertheless, it
has been demonstrated that fetal development has no progress beyond
40 days from embryos generated with immortalized sheep fibroblast
through telomerase, therefore they are not suitable for SCNT (Cui et al.,
2003).

McLean et al. (2021) showed that the aggregation of sheep cloned
embryos in the morula stage not only mitigated the adverse effects of the
vitrification process on embryo quality but also favored the subsequent
in vivo development with a higher percentage of newborns.

Typically, embryos generated through SCNT exhibit restricted early
development and low efficiency of obtaining newborns, due primarily to
inadequate epigenetic reprogramming of the somatic cell nucleus.
Therefore, much effort has been dedicated to elucidate the mechanisms
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involved in cell reprogramming for establishing strategies that sub-
stantially improve the efficiency of SCNT (Table 3).

Various epigenetic regulators, such as trichostatin A (TSA), chaeto-
cin, vitamin ¢, zebularine, and scriptaid, have been used to improve
nuclear reprogramming in somatic cells and cloned embryos in sheep.
Among these, vitamin C enhanced the blastocyst rate, improved the
embryonic quality in terms of total cell number, promoted DNA deme-
thylation, and upregulated Kriippel-like factor 4 (KLF4) and SRY-box
transcription factor 2 (§SOX2) (Zhang et al., 2020).

In SCNT using cumulus cells used as karyoplasts, zebularine, a DNMT
inhibitor, improved the percentage of sheep cloned embryos reaching
the morula and blastocyst stages and reduced the degree of DNA
methylation in the promoter region of octamer-binding transcription
factor 4 (OCT-4), NANOG, and sex determination region Y (SOX2) (Cao
et al., 2019). Scriptaid, a histone deacetylase inhibitor, increased the
blastoeyst rate by promoting histone acetylation (acH4K12 and acH3K9)
in eloned embryos, similar to that in IVF embryos (Wen et al., 2014).

Furthermore, the combination of some of these epigenetic regulators
substantially improved the expression of pluripotent and imprinted
genes and, to a lesser extent, of genes regulating DNA methylation in
cloned embryos (Fang et al., 2020). While the beneficial effects of these
regulators have been demonstrated, their concentration, exposure time,
and target (i.e., somatic cells, embryos, or both) must be taken into
account. If these variables are not considered, a toxic and detrimental
environment can be generated for embryos (Fu et al., 2012: Zhang et al.,
2018b; Al-Ghadi et al., 2020).

The human KDMA4D protein has been successfully used for somatic
cell reprogramming. Specifically, KDM4D reduced the methylation de-
gree of histone 3 (H3K9me2 and H3K9me3) in embryos generated
through SCNT, improved embryonic development at the blastocyst
stage, increased the total number of cell, and upregulated the expression
of SOX2, NANOG, and caudal type homeobox 2 (CDX2) genes (Zhang
et al., 2018a). Similarly, Xenopus laevis oocyte extract promoted em-
bryonic development and increased the number of embryos reaching
term and leading to the birth of a newborn. Specifically, the use of
Xenopus laevis oocyte extract in sheep fibroblast reprogramming resulted
in 10 newborn lambs (14.7%), although only four of them survived
(Rathbone et al., 2010) and reached adulthood in good health (Sinclair
et al., 2016).

In addition to the above strategies, modification of the chromatin
structure of somatic cells, such as sperm, has been proposed as another
approach based on the notion that the sperm nuecleus possesses the
perfect organization to be reprogrammed by the oocyte. This can be
achieved by inducing changes in the somatic cell chromatin similar to
the ones ocecurring in spermatid chromatin during spermiogenesis. For
example, substitution of histones with protamine through the exogenous
expression of protamine 1 gene and bromodomain testis-specific pro-
tein, together with histone hyperacetylation via TSA, facilitates the
formation of spermatid-like structures, which after being injected into
the oocytes, begin histone substitution by protamines and develop until
the blastocyst stage (Tuso et al., 2015; Palazzese et al., 2018; Kotlarska
et al,, 2019).

Most of the strategies reviewed here were focused on improving
somatic cell nuclear reprogramming during SCNT, either through the
supplementation of chemical agents, enzymes, and extracts or through
the modulation of specific epigenetic regulators. Although these stra-
tegies achieved the expected changes in different epigenetic signatures
of sheep cloned embryos, their potential to establish viable pregnancies
remains to be examined and the presence of adequate placentation and
fetal development warrant evaluation. Only four studies to date (Rath-
bone et al., 2010; Xue et al., 2011; Demir et al., 2019; McLean et al.,
2020) have evaluated the efficiency of these strategy until the genera-
tion of lambs to determine whether complete somatic nucleus reprog-
ramming was achieved.

Our research group is also interested in improving the quality of
sheep embryos produced through SCNT using oviductal and uterine
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Table 4
Methods for nuclear reprogramming of sheep embryos through sematic cell
nuclear transfer (SCNT).

Method Description Reference

QOocyte extract The oocytes contain different Rathbone et al. (2010)

cytoplasmic molecules that can
reprogram the somatic cell
nucleus to a pluripotent state
before SCNT.

Secriptaid It acts as a histone deacetylase Wen et al. (2014),
inhibitor, which promotes HK9 Al-Ghadi et al. (2020),
and HK12 acetylation in cloned Fang et al. (2020)
embryos.

Vitamin C It induces DNA demethylation Zhang et al. (2020)
and regulates gene expression in
clone embryos.

Zebularine Its acts as an inhibitor of DNA Cao et al. (2019),Fang
methyl transferases and promotes et al. (2020)
embryonic development.

Kdm4 It is an enzyme responsible for Zhang et al. (2018a)
eliminating the methyl group
from H3K9; it regulates gene
expression, promotes embryonic
development, and improves
embryo quality.

Modification of This technique involves the Tuso et al. (2015),
chromatin alteration of chromatin Palazzese et al. (2018),
organization organization in the somatic cell Kotlarska et al. (2019).

nucleus to obtain spermatid-like
cells.
Table 5

Most abundant sheep oviduct proteins during the estrus and luteal phases.

More abundant estrus proteins More abundant luteal proteins

Symbeol Name Symbol  Name

0OVGP1 Oviduct-specific glycoprotein aZM Alpha-2-
macroglobulin

IDH1 Isocitrate dehydrogenase CcP Ceruloplasmin

HSPAS Heat shock cognate 71 kDa protein ~ GSN Gelsolin

EEFAl Elongation factor 1-al TTR Transthyretin

YWHAE  14-3-3 Protein epsilon CFB Complex factor B

ANXAS Annexin A8 LTF Lactotransferrin

fluids during in vitro embryo culture. Oviductal fluid is a complex
mixture derived from oviductal cell secretions and blood plasma tran-
sudation. It serves as a carrier for the transport of gametes and embryos
and a source of essential metabolites for communication and interaction
with the oviduct (Li and Winuthayanon, 2017).

Sheep were among the first species in which the chemical composi-
tion of the oviductal fluid was analyzed. Specifically, osmolarity, elec-
trolyte concentration, phosphorus, carbohydrates, proteins, lactate,
glucose, albumin, globulins, ammonia, urea, and some amino acids were
determined at different stages of the estrous cycle (Restal and Wales,
1966; Wales, 1972).

The oviduct proteome of the sheep has been characterized, and 624
proteins have been identified in the oviduetal fluid. The most abundant
proteins during the estrous and luteal phases are listed in Table 4 (Sol-
eilhavoup et al., 2016). Among these, oviductin is one of the most
abundant proteins that is highly conserved across mammals. The sup-
plementation of low concentrations of oviductin during maturation,
fertilization, and in vitro embryonic development increased the seg-
mentation rate and promoted embryonie development at the morula and
blastocyst stages in goats (Praddep et al., 2011).(Table 5).

Overall, oviductal fluid contains different proteins that regulate
embryonic development at the epigenetic and genetic levels, promoting
embryonic development and enhancing their quality; therefore, we
propose the use of oviductal fluid during the development of sheep
embryos generated through SCNT to counteract the inadequate
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reprogramming inherent to somatic cells.
7. Conclusions

Embryo production through SCNT shows great potential in the pro-
duction of sheep with high genetic value, generation of genetically
modified sheep, and conservation of endangered wild sheep. Since the
birth of the first cloned mammal, a low percentage of sheep embryos
with the ability to establish viable pregnancies has been reported, due
partly to the epigenetic dysregulations that result in the formation of a
dysfunctional placenta. In addition, the fetus usually presents with al-
terations such as LOS, which is characteristic to ruminants obtained
through SCNT.

Different approaches have been emploved to increase the percentage
of embryos that reach the blastocyst stage and the number of embryos
that give birth to healthy newborn lambs.

Despite noted advances, however, SCNT is not as efficient as other
reproductive biotechnologies. Nonetheless, it remains the only tech-
nique through which nuclear reprogramming of somatie cells terminally
differentiated to a totipotent state can be accomplished to generate a
complete individual, explaining why the technique prevails as one of the
most interesting research areas.

To date, most strategies have focused on improving somatic cell
nuclear reprogramming. Elucidating the complexity of these processes
can allow for the application of treatments and strategies that not only
improve the efficiency of SCNT but also ensure the quality of the
offspring.
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Simple Summary: Different reproductive biotechnologies have been applied to sheep, such as
cloning, which has been successfully applied in this species. In this context, the aim of the present
study was to carry out a bibliometric analysis of the scientific literature on cloning applied to sheep
reproduction, since the first report was published, to identify the most cited articles, main authors and
collaboration among them, published journals, institutions with more published papers, most prolific
countries and the network collaboration among them, and research topics. This study collected
bibliographic data from 124 papers relating to cloning of sheep. The articles that were cited more
often addressed topics related to the generation of transgenic animals, recovery of wild species, and
xenotransplants. So far, no bibliometric studies have been conducted about cloning of sheep.

Abstract: Somatic cell nuclear transfer (SCNT) is a reproductive biotechnology with great potential
in the reproduction of different species of zootechnical interest, including sheep. This study aimed
to carry out a bibliometric analysis of scientific papers published on the application of SCNT in
sheep reproduction during the period 1997-2023. The search involved the Science Citation Index
Expanded and Social Sciences Citation Index databases of the main collection of the Web of Sciences
with different descriptors. A total of 124 scientific papers were analyzed for different bibliometric
indicators using the VOSviewer software. Since 2001, the number of SCNT-related papers that have
been published concerning sheep reproduction has increased and it has fluctuated in ensuing years.
The main authors, research groups, institutions, countries, papers, and journals with the highest
number of papers related to the application of SCNT in sheep reproduction were identified, as well
as the topics that address the research papers according to the terms: somatic cell, embryo, oocyte,
gene expression, SCNT, and sheep.

Keywords: SCNT; nuclear transfer; reproductive biotechnology; bibliometric analysis; sheep; VOSviewer

1. Introduction

Sheep are one of the first species to have been domesticated from about 8000 to
9000 years ago. The adaptability of this species to different types of weather has allowed
their wide geographic distribution. The global population of sheep reached 1.2 billion by
the year 2012. Sheep are among the top five most economically important domestic species
in the world, and approximately 1400 discrete breeds have been registered [1]. Sheep are
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easy to manage and maintain, and their pregnancy period is relatively short, which are
advantageous for evaluating genetic improvement programs [2,3].

There are different reproductive biotechnologies that have focused on sheep which
include artificial insemination (Al), in vitro fertilization (IVF), gamete and embryo cryop-
reservation, cloning, among others [4]. In vitro production of cloned embryos involves
vertical and horizontal approaches [5]. The vertical approach includes the generation
of monozygotic twins from blastomere separation and embryo bipartition in vivo or by
IVF [6]. In contrast, the horizontal approach involves somatic cell nuclear transfer (SCNT).
In SCNT, an oocyte devoid of its nucleus serves as a cytoplasmic receptor for donated
genetic information from a somatic cell [7]. The first attempts to generate cloned embryos
by blastomere separation and embryo bipartition were carried out in sheep, as was the
generation of embryos by SCNT [8]. SCNT is a biotechnology with great potential to
reproduce sheep with high genetic value [9], to conserve endangered wild sheep [10], and
to generate transgenic sheep with biomedical purposes [11].

The scientific and technological advances in the past several decades have been re-
flected in an increase in scientific information in bibliographic databases for the dissem-
ination of knowledge. This has enhanced the use of bibliometrics [12]. Bibliometrics is
a method to help evaluate scientific information by evaluating a set of methodological
knowledge in published papers through indicators, number of papers published, and
citations of these papers, according to the region or country of origin, authors, working
groups, and research centers [13]. Bibliometric studies have been used to quantify scien-
titic output and to identify groups and areas of excellence, thematic and interdisciplinary
emerging disciplines, and thematic collaboration networks [12]. Governments can use this
information to implement policies that benefit the scientific and technological development
of their nations [14].

An evaluation of the different elements of scientific papers can reveal different bib-
liometric indicators that measure the results of scientific and technological work. The
choice of the database to be used in the analysis of scientific information will condition the
bibliometric indicators that can be developed [12].

The aim of this study was to identify regularities of scientific information to provide an
overview of scientific research published in mainstream journals on the application of SCNT
in sheep reproduction. The study used several one-dimensional and multi-dimensional
bibliometric indicators. The data were analyzed using the VOSviewer software.

2. Materials and Methods

The Science Citation Index Expanded (SCIE) and the Social Sciences Citation Index
(SSCI) databases of the Web of Science were used to search for papers related to the
application of SCNT in sheep reproduction that had been indexed in these databases and
published in mainstream journals [15] from 1997 to 2023. The expressions used in the
advanced search option in the search performed in January 2023 were TS = (“Somatic cell*”
“Nuclear transfer”) OR SCNT) and TI = (Ewe OR Sheep OR Ovine OR “Lamb*”). These
words were searched for in the titles, abstracts, and keywords of the scientific papers. Only
research and review papers were considered. The bibliographic records that were obtained
were analyzed according to the one-dimensional and multi-dimensional indicators [16,17]
shown in Table 1.
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Table 1. Bibliometric indicators used to analyze scientific research on the application of SCNT in the
production of sheep indexed in the Web of Science.

One-Dimensional Indicators Multi-Dimensional Indicators

Growth of literature Cooperation among countries
Most published authors Cooperation among authors

Most cited papers Identification of research topics

Country of publication
Institutions with more published papers
Publishing journals

The bibliographic data were analyzed using Excel to obtain the “literature growth”
indicator. Data obtained from the other indicators were analyzed using the VOSviewer
software version 1.6.19 (Centre for Science and Technology Studies, Leiden University,
Leiden, The Netherlands, 2023), which visualizes scientific landscapes. This bibliometric
software was used, in the present study, to create and visualize maps by “visualization of
similarities” (VOS), a method proposed by van Eck and Waltman [18]. This is an alternative
to multi-dimensional scaling to visualize similarities between themes or objects. A co-
occurrence analysis of the words related to sheep SCNT was performed in the titles and
abstracts of the scientific papers [19]. The generated maps of science featured scientific
thematic networks between teams of researchers, institutions, and countries concerning
the application of SCNT in sheep. The terms were standardized before analysis. A joint
word analysis was also performed, which was extracted from the titles and abstracts of the
published papers. This co-occurrence of words reflects the conceptual relationship network
of the views of scientists active in the field. The frequency of words was used to construct
co-occurrence maps representing the intellectual content of an area of research through the
analysis of groups and networks [20].

3. Results
3.1. Growth of Literature

The Science Web reference and citation database revealed 107 papers. In addition, 17
papers were included from the Journal Citation Reports (JCR) that had not been identified in
the initial search. In total, there were 124 papers that comprised 118 research papers (95.2%)
and 6 review papers (4.8%). The first paper on the application of SCNT in sheep, entitled
“Viable offspring derived from fetal and adult mammalian cells”, was published in 1997 in
the journal Nature [21]. In subsequent years from 2001, the number of published papers
fluctuated from one to twelve papers every year, with an annual average of five papers.
Most papers (n = 12) were published in 2013 (Figure 1).

3.2. Most Productive Author

Keith Henry Stockman Campbell published the most papers about SCNT in sheep.
The 15 articles published have been cited 4868 times (H-index of 34) [22]. Dr. Campbell
was affiliated with the University of Nottingham until his death in 2012. One aspect of
his research was the application of SCNT in mammals, using sheep as a research model
for the generation of cloned or transgenic lambs. The author with the highest scientific
productivity is Professor Sir Ian Wilmut, who has published nine articles that have been
cited 4992 times (H-index of 69). His research at the University of Edinburgh focused on
cell reprogramming mechanisms and regenerative medicine (Table 2).
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Figure 1. Distribution of papers about the application of SCNT in sheep, indexed in Web of Science
from 1997 to 2022.
Table 2. List of leading authors and the number of citations in the scientific research of sheep
production by using SCNT.
Author Papers Citations H-Index Institution Research Interests
Campbell 15 4568 au University of Nottingham Cloning mammals, transgenic animals, and
stem cells
Developmental biology, reproductive
Loi 13 610 19 University of Teramo biotechnologies, nuclear reprogramming, and
epigenetic modifications
Mechanisms involved in the implantation and
Ptak 11 595 25 Jagiellonian University placentation of mammals, influence of the
environment on the development of organisms
Wilmut 9 1992 69 The University of Edinburgh Regenerative medicine and cellular
reprogramming mechanisms
. Royan Institute for Reproductive biotechnologies, mammalian
Hajian 8 139 18 Biotechnology cloning, genetics, and molecular biology
. Royan Institute for Reproductive biotechnologies in wild animals and
Hosseini 8 139 A Biotechnology mammalian cloning
Nasr-Esfahani 8 139 17 Royan Institute for Reproductive biotechnologies in ruminants
asr-Esfa Biotechnology productive bio ologies in ruminan
Forouzanfar 7 123 16 Islamic Azad University Reproductive bmtedmologl_es, c!om.ng of
mammals and transgenic animals
Hou 7 57 16 Institute of Crops Sciences Reproductive biotechnologies and cloning
Lee 7 233 18 Pusan National University Cloning of mammals
Peura 7 139 20 Genea Biomedx Reproductive biotechnologies
South Australian Research & Reproductive biotechnologies and embryonic
Walker 7 284 3 Development Institute development in ruminants
Czernik 6 48 15 University of Teramo Assisted reproduction techniques and
reproductive biology
Guan 6 45 13 Gungh(glohthflte of Energy Reproductive biotechnologies and cloning
nversion
Moulavi 6 119 14 Camel Advanoe_d Reproductive  Reproductive biotedmol_og;ies in wild animals and
Technologies Center mammalian cloning
. A inol Developmental biology, genome expression,
Choi 5 82 13 University of Notting] embryonic development, and mammalian cloning
Tuso 5 41 9 National Institute for Biology Assisted reproduction techniques and

reproductive biology

The author list was ordered based on the number of papers published by each author.
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3.3. Cooperation between Authors

There are five research groups that focused on the application of SCNT in sheep
(Figure 2). The group with the largest number of researchers is composed of Samaneh
Sadat Hosseini Farahabadi, Mehdi Hajian, Mohammad Hossein Nasr-Esfahani, Forouzafar
Mohsen, and Fariba Moulavi. They belong to different institutions in Iran, including
the Royan Institute for Biotechnology, the Islamic University of Azad, and the Camels
Advanced Reproductive Technologies Center. This research group did not collaborate with
others. The second research group is composed of four researchers: Pasqualino Loi, Marta
Czernik, and Domenico Tuso from the University of Teramo in Italy and Grazyna Ptak from
the Jagellonian University in Poland. The third research group includes the aforementioned
Dr. Campbell, Joon Hee Lee, and Inchul Choi from the University of Nottingham in
England. The fourth research group includes Teija Peura of Genea Biomedx (Box Hill,
Australia), Simon Walker of the Turretfield Research Centre, (Rosedale, Australia), and
the aforementioned Professor Sir Wilmut. Research groups from two to four collaborated
with each other. The final research group includes Jian Hou and Hong Guan of the Chinese
University of Agriculture, who have had no interaction with other research groups.
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Figure 2. Visualization of research groups on the application of SCNT in sheep using the VOSviewer
software.

3.4. Published Papers and Cooperation among Countries

The countries that have most intensively performed and published research on SCNT
involving sheep are shown in Table 3. The collaboration among countries is shown in
Figure 3. Scholars from China have collaborated mainly with colleagues from Iran, Aus-
tralia, Canada, and United States. Scholars from England have collaborated with colleagues
from Scotland and France. Finally, academics from Italy have collaborated with colleagues
from Poland.

Table 3. Main countries with the most published papers concerning the application of SCNT in sheep
production.

Country Number of Published Papers
China 45
Italy 16
England 15
Scotland 15
United States 12
Iran 1
Australia 10
France 6
Poland 6
Canada 5
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Figure 3. Visualization of countries with the greatest contribution of published papers about the
application of SCNT in sheep and their collaborative relationships using the VOSviewer software.
3.5. Institutions with the Largest Contribution of Published Papers
The University of Nottingham has the highest number of published papers concerning
the application of SCNT in sheep, with 14 papers. In accordance with the Academic Ranking
of World Universities (ARWU) and the World Classification of Universities (QQS), it is ranked
101-150th and 114th, respectively. The Roslin Institute of the University of Edinburgh holds
the second position, with 13 published papers that have been cited 1844 times, seven papers
have been cited more than 100 times each. The University of Edinburgh occupies position
35th in the ARWU and position 15 in the QS (Table 4).
Table 4. Top ten institutions that have contributed published paprs on the application of SCNT in
sheep production.
Institution Country P TC AC =100 =30 <30 CcP ARWU Qs
1. University of United
Nottingham Kingdom 15 510 34 2 3 10 2 101-150 114
2 The Roslin Institute ~  —rited 13 184 1418 7 3 3 2 - -
Kingdom
3. Universita Deglistudi ) 12 143 119 0 3 9 1 - -
di Teramo
+ lelj'a.Ag“F‘ﬂ““al China 1 79 7.2 0 0 12 5 201-300  591-600
niversity
6. Academic Center for
Education, Culture & Iran 8 132 16.5 0 2 6 1 - -
Research (ACECR)
5. Inner Mongolia .
Agricultural University China 7 ¥ 52 0 0 7 6 B .
7. Shihezi University China 6 88 146 0 1 5 3 - -
8. T““etcﬁdd Research ) istralia 5 244 488 1 0 4 0 - ;
entre
9. The University of United
Edinburgh Kingdom 5 253 50.6 1 0 4 3 35 15
10. Northwest A&R China 5 50 10 0 2 3 2 401-500 -
University

P, number of papers; TC, total citations; AC, average number of citations; >100, papers with more than 100 citations;
>30, papers between 30 and 99 citations; <30, papers with fewer than 30 citations; CP, contemporary productivity
(papers published in the last 10 years); ARWU, Academic Ranking of World Universities; QS, World University
Rankings.

3.6. Journals

The eight main journals with papers dealing with SCNT-related topics in sheep are
shown in Table 5. The information in the table includes bibliometric data and impact factor
(IF) [23]. It also includes the positions of the journals in accordance with the thematic
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category, which indicates the quartile according to the JCR. IF is used as an indicator of
the relative importance of a journal within a particular area of study and it evaluates the
frequency with which journal articles are cited during a given period [24]. The journal
Cellular Reprogramming has published the most papers related to SCNT in sheep (n =11,
IF 2.257, JCR position in the fourth quartile of thematic categories). The next journal is
Theriogenology (n = 10, IF 2.923, first quartile for the “Veterinary Sciences” category). The
journal with the highest number of citations is Biology of Reproduction (second quartile
of the “Reproductive Biology” category), followed by Theriogenology (first quartile in the
“Veterinary Sciences” category).

Table 5. Main journals with greater contributions of SCNT-related articles on sheep.

Journal Papers Citations I;:f::] crt JCR Category Rank, Quartile
Cellular Biotechnology and Applied Microbiology 130/156, Q4
Revroerammin 11 155 2257 Cell and Tissue Engineering 27/29, Q4
eprogrammng Genetics and Inheritance 132/175, Q4
. Reproductive Biology 20/31,Q3
Theriogenology 10 267 2923 Veterinary Sciences 21/145,Q1
Reproduction Developmental Biology 33/39, 04
Fertility and 8 88 1.973 Reproductive Biology 27/31, Q4
Development Zoology 59/176, Q2
Focerity Mooty 20125
Reg;fi:;;tﬁ:na: d 6 110 2812 Developmental Biology 20/39,Q3
P Reproductive Biology 22/31,Q3
PLoS ONE 6 98 3.752 Multidisciplinary Sciences 29/74,Q2
Reproduction i Agriculture, Dairy and Animal Science 33/62,0Q3
eproduction in 6 42 1.858 Reproductive Biology 29/31, Q4
Domestic Animals Veterinary Sciences 55/145, Q2
Animal Agriculture, Dairy and Animal Science 22/62,Q2
Reproduction 5 171 2.22 Reproductive Biology 23/31,Q3
Sciences Veterinary Sciences 44/145,Q2
Biology of -
Reproduction 5 485 4.161 Reproductive Biology 10/31, Q2

3.7. Most Cited Articles

The citation structure of papers between 1997 and 2022 included five papers with >180
citations (Table 6). The most cited article referred to the first lamb cloned from adult cells
obtained from mammary gland; this success demonstrated two facts, i.e., first, terminally
differentiated cells preserve all their genetic information, and it can be restored; and second,
the SCNT can be applied to superior vertebrates such as mammals [21].

The second most cited article focused on the generation of transgenic lambs from
the transfection of fetal fibroblasts with the neomycin resistance marker gene and human
coagulation factor IX, for protein coding in sheep’s milk [25]. This was followed by an
article related to the generation of transgenic lambs. It focused on “gene targeting” in fetal
fibroblasts to integrate a therapeutic transgene into the gene locus ((COL1A1) collagen type
I, alpha 1 chain) in sheep [26]. The fourth most cited article was related to SCNT as a tool
for the recovery of wild species at risk, in which the feasibility of using Ovis aries oocytes as
receptors of O. orientalis musimon fibroblasts for interspecific SCNT. One of the embryos
reached the term of gestation with the birth of a European mouflon [10].
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Table 6. Most cited articles on SCNT concerning the reproduction of sheep.

Year Authors Title PT Source Category TC
1997 WilmutLetal, Vbl offspring derived from fetaland Nature SCNT 3476
adult mammalian cells [21]
Human factor IX transgenic sheep
1997 Schnieke A. E. et al. produced by transfer of nuclei from Article Science Transgenic 650
transfected fetal fibroblasts [25]
Production of gene-targeted sheep by
2000 Mccreath K. J. et al. nuclear transfer from cultured somatic Article Nature Transgenic 450
cells [26]
Genetic rescue of an endangered
2001 LoiP etal mammal by cross-species nucleal.' Article ) Nature ) SCNT_ ) 296
transfer using post-mortem somatic Biotechnology interspecific
cells [10]
eprogiming i the ronl ey Biologyof ~ DTWA methylation
2004 Beaujean N. et al. progr 5 . * P Article 8y ¢ in embryos by 187
embryo on somatic cell nuclear Reproduction
- SCNT
transfer [27]
Deletion of the alpha (1,3) galactosyl Nat T .
2001 Denning C. et al. transferase (ggtal) gene and the prion Article _Nature ransgenic y 185
. . Biotechnology Xenotransplants
protein (prp) gene in sheep [28] -
Mitochondrial DNA genotypes in .
1999 Evans M. J. et al. nuclear transfer derived cloned Article N“'“T"" Heterop .lasmy mn 169
Genetics ovine
sheep [29]
Evaluation of gestational deficiencies Biology of Placental
2001 De Sousa P. A. et al. in cloned sheep fetuses and Article R dgy i insufficiency in 168
placentae [30] eproducion clone fetuses
Young L. E, ) DNA {nethylahon in the. ] Review Ammai" Methy'lahon
2004 Beaui preimplantation embryo: the differing . Reproduction process in clone 121
aujean N. . - Article .
stories of the mouse and sheep [31] Sciences embryos
Conservation of igf2-h19 and igf2r Mechanisms of Genomic
2003 Young Le. etal. imprinting in sheep: effects of somatic Article imprinting in 94
development
cell nuclear transfer [32] sheep
Effects of enucleation and caffeine on
maturation promoting factor (mpf)
2006 Lee]. H, and mitogen activated protein kinase Article Biology of Nuclear 69
Campbell K. H. S. (mapk) activities in ovine oocytes used Reproduction reprogramming
as recipient cytoplasts for nuclear
transfer [33]
A sheep model of cystic fibrosis
2018 Fan Z etal. generated by CRISPR/Cas9 disruption Article JCI Insight Genome Editing 67
of the CFTR gene [34]
Comparative asRects of sort‘t_atic cell Modification to
. nuclear transfer with conventional and . . .
2007 Lagutina I et al. . . Article Theriogenology conventional 66
zona-free method in cattle, horse, pig - .
- SCNT technique
and sheep [35]
Placental abnormalities associated Placental
2006 Loi P etal with post—na_tal mortality in sheep Article Theriogenology abnormalities 57
somatic cell clones [2]
A review of the pathology of abnormal
L placentae of somatic cell nuclear Review Veterinary Placental
2008 Palmieri C. etal transfer clone pregnancies in cattle, Article Pathology abnormalities 56
sheep and mice [36]
] r'ﬁ?nl*;riashngdeffec}s of ;r.n v:t;:o Mitochondrial
2007 Bowles E. J. et al. €riuzation and nucear ranster on Article Genetics DNA replication 47
the expression of mtDNA replication
_ factors
factors [37]
The effects of 6-dimethylaminopurine
. Molecular L
(6-DMAP) and cycloheximide (CHX) Reproducti Activation of
2006 Alexander B. et al. on the development and chromosomal Article eprz";;c ton cario-cytoplasmic 46
complement of sheep parthenogenetic complexes
Development

and nuclear transfer embryos [38]

PT, publication type; TC, total citations.

Five articles were cited from 100 to 179 times. For example, Beaujean et al. [27]
evaluated the dynamics of somatic nucleus methylation after SCNT at different stages
of early embryonic development, showing that the demethylation process failed in the
trophectoderm cells of blastocysts.
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Six other articles were cited from 50 to 99 times. One study [32] evaluated the imprint-
ing status of insulin-like growth factor 2 and H19 gene (IGF2-H19) and insulin-like growth
factor 2 receptor (IGF2R) in lambs generated by SCNT. The authors observed that one lamb
displayed deregulation in the imprint of the second loci intron of the IGF2R gene.

Three articles were cited from 40 to 49 times. One study [37] evaluated the expression
of mitochondrial DNA replication factors encoded by the nucleus and expressed for the
first time in the later stages of early embryonic development.

The nine articles with from 30 to 39 citations include Peura and Vajta [39] who de-
scribed a new SCNT method for cattle and sheep (handmade cloning), characterized by
using pelucide-zone-free oocytes and the absence of micromanipulators to enucleate them.

Seven articles were cited from 20 to 29 times. They included Zhang et al. [11] who
described generating transgenic lambs with high levels of omega-3 fatty acids using hand-
made cloning. The authors concluded that handmade cloning efficiency was similar to the
conventional technique for the generation of transgenic animals.

Twenty-six articles were cited between 19 and 10 times. Among them, Wen et al. [40]
tested two inhibitors of histone deacetylases, trichostatin A, and scriptaid. The latter
improved the epigenetic status of ovine embryos via SCNT.

Finally, 52 articles were cited <9 times. Choi et al. [41] combined calcium ionophore,
strontium chloride, and cytochalasin B to activate cario-cytoplast complexes, improving
embryo quality. Among these articles, 10 articles had no record of citations. The most recent
article was by McLean et al. [42] who studied the effect of embryo aggregation during the
vitrification process of cloned sheep embryos. They observed that the aggregated embryos
had an in vivo survival rate similar to that of the group that was not vitrified. The oldest
most cited published paper is that of Wilmut et al. [21]. Table 6 includes the articles with
the highest number of citations between 1997-2022.

3.8. Identification of Research Topics

The results of the co-occurrence analysis revealed 553 words or terms that were used
most frequently in scientific papers. Only those with more than five co-occurrences were
considered. The resulting 52 terms were organized into five clusters. The 14 words or terms
most frequently used in the published papers are listed in Table 7. This analysis clarified
the main topics of interest in the study area.

Table 7. Main words used most frequently in published paprs concerning the application of SCNT in
sheep.

Keywords Frequency Keywords Frequency
SCNT 90 Mice 19
Sheep 56 Oocyte 18

Gene Expression 36 Somatic Cell 16
Embryo 32 Transgenic 16

In Vitro 28 Oocyte Activation 15
Fetal 22 Fetal Fibroblasts 14
Cattle 20 Bovine Embryo 13

Figure 4 displays five clusters of words (a cluster is a group of words related to each
other) and the relationships among the clusters. Each cluster is represented by one color,
cluster one has 14 words (red), cluster two includes 13 words (bright green), cluster three
involves 9 words (blue), cluster four contains 9 words (light green), and cluster five has
five words (purple).
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Figure 4. Network map of themes about the application of SCNT in sheep, grouped in clusters.

4. Discussion

In the present study, 124 papers on the reproduction of sheep by applying SCNT were
counted in the WOS database; this quantity of papers was similar to that reported in a
review carried out for the 25th anniversary of cloning using SCNT. This review published a
survey of all published papers (1997-2020) on SCNT classified by species, among which
mice, cattle, pigs, goats, and sheep were the species for which more than 100 published
papers had been registered [43].

Since the publication of the study on the birth of the Dolly sheep (1997), the number of
papers published per year has fluctuated, with an average of five papers per year. However,
a more detailed analysis shows that, during the first (1997-2006) and second (2007-2016)
decades, the numbers of published papers were 25 and 72, respectively, while in the last
period (2017-2022), 27 papers were published, indicating a general growth in research on
the reproduction of sheep by cloning.

China, Italy, England, and Scotland are the countries that have generated more than
50% of the scientific research on the reproduction of sheep using SCNT. China is the world’s
leading producer of sheep, while Australia, Iran, and the United Kingdom (which includes
England and Scotland) are among the ten countries with the highest number of sheep
worldwide, according to FAO data for 2020 [44]. This could partly explain the interest of
these countries in research on the reproduction of sheep by cloning.

The universities that have shown interest in the reproduction of sheep by cloning, are
the University of Nottingham (England), the Roslin Institute of the University of Edinburgh
(Scotland), the University of Teramo (Italy), and the China Agricultural University (China),
which are the affiliations from the most cited authors in this area of research.

The principal journals that have published topics related to sheep reproduction by
applying SCNT are Cellular Reprogramming; Theriogenology; Reproduction, Fertility and De-
velopment; Molecular Reproduction and Development; Plos ONE; and Reproduction in Domestic
Animals. These journals have published 37.9% of all published papers. The most frequent
JCR categories in these journals are “reproductive biology”, “veterinary sciences”, “devel-
opmental biology”, and “agricultural dairy animal sciences”, and therefore, these journals
are the most suitable for consulting or publishing on this area of research.
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The most cited article reports the birth of Dolly [21], obtained from a somatic cell from
the mammary gland of an adult sheep, an unusual fact that had not been achieved in an
upper mammal and which was a watershed for science, and therefore, for this reason, this
article is still widely cited today. The other two most cited articles address issues about
the generation of transgenic lambs for the production of human proteins for therapeutic
purposes, which means that cell lines expressing a specific gene in the SCNT can be used,
and this ensures that a lamb is obtained with the desired modification [25,26].

The words “oocyte” and “somatic cell” were frequent, and both cell types were used for
SCNT. Oocytes have been treated with caffeine, which increases the activity of the promoter
factor of maturation and of mitogen-activated protein kinases that are important for the
nuclear reprogramming process during SCNT embryo development [33,45,46]. Moreover,
the words “embryo”, “gene expression”, and “in vitro” were used in connection with each
other. Examples include studies that have evaluated the effect of different chemical agents
on the state of DNA methylation [47,48] and inhibitors of histone acetyltransferases [40,49]
in the development of in vitro cloned embryos, especially at the blastocyst stage.

A detailed analysis of Figure 4 shows that cluster one, in red, contains 14 words related
to the competence of in vitro cloned embryos. Khan et al. [50] compared the efficiency of
conventional SCNT and handmade cloning for generating cloned sheep embryos. Better
rates of efficiency of enucleation and fusion were obtained with handmade cloning, as well
as a higher percentage of segmented and blastocyst stage embryos.

Cluster two, in bright green, contains 13 words referring to the development efficiency
of cloned embryos at the blastocyst stage using different types of cells as donors of genetic
information, most commonly cumulus cells and fibroblasts. The cells were treated with
egg extracts [51], zebularine [47], chaetocin [52], and histone demethylase enzymes [53] to
promote nuclear reprogramming of somatic cells and to improve the epigenetic status of
ovine cloned embryos.

Cluster three, in blue, contains nine words focusing on the fetal development of cloned
sheep and their regulation of gene expression. Ni et al. [54] evaluated the pregnancies
of transgenic lambs produced by SCNT. They observed that fetal weight, total placenta
weight, and mean placentomes weight were greater in pregnancies with live-born lambs,
but did not survive compared to pregnancies with live-born lambs that survived. Further
deregulation was found in miR-21 and miR-16 in the placenta of non-surviving lambs,
causing aberrant expression in their targets.

Cluster four, in light green, contains nine words referring to the epigenetic status of
cloned sheep embryos. Morphological evaluation is routinely used as the main parameter of
embryo quality. However, due to the limited information provided by its unique evaluation,
other parameters have focused on evaluating epigenetics [27,55] and the genetic status of
sheep embryos generated by SCNT [9,52].

Finally, cluster five, in purple, includes five words related to the generation of
transgenic sheep mediated cloning. Zhang et al. [56] investigated the effect of suppress-
ing the myostatin (MSTN) gene expression in sheep skeletal muscle satellite cell using
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) /CRISPR-
associated protein 9 (Cas9)) technology, to generate lamb clones with better muscle confor-
mation; it has been reported that MSTN gene is responsible for regulating the growth of
muscle cells.

It has been 26 years since the first sheep was cloned by applying SCNT, and since
then, it has been applied to different domestic and wild species, in some cases with viable
newborns. However, SCNT is an inefficient biotechnology, for example, Sheep were one
of the first species to be domesticated for newborns lambs have been reported to be from
5.7 to 15% per transferred blastocyst and from 7.1% to 19.5% per segmented embryo [57].
Although sheep are easy to handle and have a relatively short gestation period compared
with that of the other species of zootechnical interest [58], their small value and limited
potential, do not make them attractive for agricultural use as compared with other livestock
species [59]. If we also take into account that the infrastructure used for SCNT is basically
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the same for all species, nowadays, SCNT applied to sheep reproduction is not profitable.
Therefore, the present bibliometric study shows the areas of research in which cloning
research in sheep should be directed, which will help those regions where sheep are an
important economic and food source.

5. Conclusions

Bibliometric studies on SCNT in sheep have not been conducted prior to now. This
study collected bibliographic data from 124 papers relating to the application of SCNT in
sheep. This amount of information about sheep is smaller than that for other species of
zootechnical interest, such as cattle and pigs, although sheep were the first large mammal
to be successfully cloned. Since 2001, the number of SCNT-related papers that have been
published concerning ovine reproduction has increased and has fluctuated in ensuing
years. The authors that have generated more knowledge in this area are (in alphabetical
order) Campbell, Hajian, Hosseini, Loi, Nasr-Esfahani, Ptak, and Wilmut. Five research
groups were identified, three of which mutually collaborated. The countries with the largest
number of published papers were China, Italy, and England. The largest collaboration
network among countries comprises China, Iran, Australia, Canada, and United States.
The institutions with the highest productivity of SCNT in sheep are the University of
Nottingham and the Roslin Institute at the University of Edinburgh. These two institutions
are among the top 150 universities in the world. The principal journals where topics about
SCNT in sheep are published have an IF ranging from 1.9 to 4.1, whose quartile position is
most often in third and fourth place in the JCR thematic categories. These journals are the
most suitable for publishing scientific advances in this area. The articles that have been
cited more often have addressed topics related to the generation of transgenic animals,
recovery of wild species, and xenotransplants. Five main themes were identified in sheep
reproduction by SCNT. These themes focused on the competence of in vitro clone embryos,
cells used as karyoplasts and their efficiency on embryo development, epigenetic status
of clone embryos and their impact on post-implantation development, and generation of
transgenic sheep with biomedical and genetic improvement purposes. Concerning the
application of SCNT in sheep, these topics are the most relevant, and future studies should
focus on solutions to the current challenges in this field of study.
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ABSTRACT. Oviductal (OF) and uterine (UF) fluids are a complex mixture of ions and macromolecules dissolved in
water, derived from the secretions of secretory cells and transudates of the circulatory system. Through proteomics,
OF and UF have been analyzed in different domestic species throughout the estrous cycle or during the first days of
pregnancy. Therefore, the aim of this study was to evaluate the volume, osmolarity, concentration and distribution
pattern of proteins, as well as the identification of OVGP1, HSP70 and ezrin proteins for their importance in reproductive

Corresponding author physiology, in OF and UF from adult criollo type domestic sheep during the early luteal phase of the estrous cycle. An

*Maria del Carmen average of 3.2+1.5 pl. OF and 17+0.5 pL UF per reproductive system were obtained; osmolarity was 343+20.8 mOsm

Navarro-Maldonado kg and 280+96.2 mOsm kg™ and protein concentration was 71.9423.8 g L and 21.841.1 g L, respectively. In the protein

carmennavarro2006@yahco. distribution pattern, 20 bands were observed in the OF and 14 bands in the UF. Of these, 14 and 8 were specific for

com.mx OF and UF, respectively, and 6 were common for both. The spectra of the protein molecular weights were 24-324 and
29-353 kDa for OF and UF, respectively. The presence of OVPG1, HSP70 and Ezrin proteins in both fluids was identified,
being in greater quantity in the OF (P < 0.0005). The volume recovered from the UF was five times greater than that of
the OF. Both osmolarity and protein concentration were higher in OF than in UF (1.2 and 3 times higher). The pattern
of protein distribution between the OF and UF was different, being more complex in the OF. OVGP1, HSP70 and ezrin
were identified in the OF and UF, and were found in greater quantities in the OF.
Keywords: OVPGI, HSP70, reproductive fluids, osmolarity, SDS-PAGE.

INTRODUCTION

The oviduct is divided into five anatomical regions:
infundibulum, ampulla, isthmus-ampullar junction, isth-
mus, and uterus-tubal junction. Each region participates in
gamete maturation, sperm capacitation, fertilization, and
the beginning of preimplantation embryonic development
(Kolle et al., 2020), which ends in the uterus and leads to
the implantation process and the beginning of fetal devel-
opment (Bhusane et al., 2016).

The oviductal epithelium and luminal and glandular
epithelia from the endometrium are responsible for regu-
lating the microenvironment of each oviductal segment
and uterus, formed by populations of secretory and ciliary
cells, whose proportion and function depend on the stage
of the female estrous cycle or pregnancy (Restall, 1966a;
Bhusane et al., 2016). Secretory cells synthesize products
that are discharged into the lumen and, together with the

transudate of the circulatory system, form the oviductal
(OF) and uterine fluids (UF), complex mixtures of ions and
macromolecules dissolved in water (Bhusane et al., 2016; Li
& Winuthayanon, 2017).

Sheep embryos remain in the oviduct for an average of
three days from the developmental stage of the zygote to
the 8 and 16-cells stage. In the uterus, they reach the blas-
tocyst stage by days 6 and 7, the zona pellucida hatching
occurs on days 8 and 9 (Abecia & Forcada, 2010), and elon-
gation occurs until day 15. At this point, implantation of the
conceptus occurs (Hyttel et al., 2010). All of these processes
can only be achieved in an environment where nutrients are
produced by each structure of the reproductive tract.

Preimplantation embryo development concerning the
stages of zygote to blastocyst development can be repro-
duced under in vitro conditions. This requires the use of
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synthetic culture medium for embryo development, formu-
lated based on the biochemical composition of the oviductal
and uterine fluid (Tervit et al., 1972), which corresponds to
the early luteal phase of the estrous cycle (Restall & Wales,
1966; Restall, 1966b; Wales, 1973).

Although this type of medium has been widely used, it is
known that embryos produced in vitro develop in a minor
percentage and quality compared to those produced in vivo,
and they present dysregulation in their genetic expression
and an altered pattern of epigenetic marks (Rabaglino et al.,
2021). Therefore, this condition can be reversed when OF
and UF are added to the culture medium (Barrera et al., 2017;
Canovas et al., 2017; Lopera-Vasquez et al., 2017; Hamdi et
al., 2018) as supplements that can supply molecules needed
for the adequate development of embryos, such as certain
proteins.

Proteomics has been used to describe all proteins
expressed in a genome (Wilkins et al., 1996), by which
proteins from different organisms have been identified.
quantified, and separated through techniques ranging
from western blotting and ELISA to more sophisticated
and complex techniques such as chromatography and mass
spectrometry (Aslam et al., 2017).

The proteome of reproductive fluids has been analyzed
in different domestic species, focusing mainly on hormonal
regulation at different stages of the estrous cycle,
gamete-maternal interaction, embryonic-maternal commu-
nication, follicular development, and fertility (Itze-Mayrhofer
& Brem, 2020).

However, in the sheep there are few studies related to
the proteome of OF and UF, of which most have focused
on determining the main proteins present in UF during the
first days of pregnancy, but few have reported about OF
(Koch et al., 2010; Burns et al., 2014; Romero et al. 2017).
Only one study has determined the proteome of the cervi-
cal, oviductal, and uterine fluids during the estrous and late
luteal phases of the estrous cycle in sheep, whether spon-
taneous or induced (Soleilhavoup et al., 2016). This study
identified the main proteins presentin OF and UF, including
oviduct-specific glycoprotein (OVGP1), heat shock protein
70 (HSP70), and ezrin. Therefore, studies of proteomes in
the early luteal phase could be of great interest as early
embryo development occurs.

Thus, the objective of the present study was to determine
the physicochemical characteristics (volume, osmolarity, and
total protein concentration) and protein profile (distribu-
tion pattern of proteins) of oviductal and uterine fluids from
domestic sheep, as well as to identify OVGP1, HSP70, and
ezrin in OF and UF, in the early and middle luteal phases of
the estrous cycle in sheep.

MATERIAL AND METHODS

Collecting of OF and UF
OF and UF were obtained from the reproductive systems
of adult criollo-type domestic slaughtered sheep. The repro-

ductive systems were obtained immediately after opening the
abdominal cavity and were transported at 8 °C in disinfected
plastic bags. Once in the laboratory, within no more than 2 h,
the reproductive systems were washed in sterile Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (DPBS) with 1% antibiotic-antifun-
gal (streptomycin 10,000 pg mL", Amphotericin B 25 ug mL",
and 10,000 IU penicillin, in vitro S.A. de CV.) at 4 °C.

Subsequently, they were classified based on the ovarian
structures present (to determine the stage of the estrous
cycle) (Senger, 2005) with regular size and shape. The luteal
phase was divided into the early and middle luteal phases.
The early luteal phase was determined by the presence of
corpus hemorrhagicum, whereas the middle luteal phase
was determined by the presence of corpus luteum (Senger,
2005). Thirty-two reproductive systems were in the early
luteal phase and ten in the middle luteal phase.

Fluids were recovered from the ipsilateral oviduct
and uterine horn of the ovary in the presence of corpus
hemorrhagicum and corpus luteum. Once the reproduc-
tive systems were classified, the suspensory ligaments were
dissected and the uterus-tubal junction was severed to sepa-
rate the oviduct from the uterine horn. Oviducts and uterine
horns were kept in sterile DPBS at 4 °C.

The method described for cattle was followed for OF
extraction (Carrasco et al., 2008), with some modifications.
On aflat surface, the oviduct was placed and squeezed with a
slide from the uterus-tubal junction toward the ampulla, and
a clamp was placed to prevent the return of fluid. A fire-pol-
ished Pasteur pipette was then introduced to recover the OF
and was deposited in a 300 pL tube. The sample was centri-
fuged at 2000 x g for 5 min at 4 °C, and the supernatant was
recovered and centrifuged at 7000 x g for 10 min at 4 °C.

Finally, the supernatant was recovered and stored at -80
°C, until use. To obtain the UF, the reproductive system
was placed vertically so that the fluid descended by gravity
to the uterus-tubal junction, after which a polished Pasteur
pipette was introduced, and the fluid was collected. It was
placed in a 300 pl tube, processed, and stored in the same
way as the OF. For each experiment, a pull of OF from the
early luteal phase and a pull of UF from the middle luteal
phase were applied (Carrasco et al., 2008). Subsequently,
the volume of each fluid was determined. The OF and UF
samples were collected from January to May 2022 (winter-
spring), which corresponds to the reproductive season in
sheep, and then stored for 8 months at -80 °C. After thaw-
ing, the physicochemical characteristics were determined
for each fluid (osmolarity, total protein concentration, and
OVGP1, HSP70, Ezrin proteins).

Determination of physicochemical characteristics of OF
and UF

Osmolarity. Eight months after the samples were
collected, the physicochemical characteristics of OF and
UF were determined. Osmolarity was determined by placing
10 pL of each sample (OF and UF) in an osmometer (Wescor
model VAPRO-5520) (Pensyl & Benjamin, 1999).
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Total protein. Total protein concentration was determined
using the Bradford method. A calibration curve with bovine
serum albumin (BSA) was used as a protein standard with
arange of 0 to 1mg mL", 500 plL of Bradford solution (100
mg of Coomassie blue G-250 dissolved in 200 mL of 95%
alcohol and 85% phosphoric acid), and 10 pL of each BSA
concentration in a 1.5 mL tube, in duplicate. To analyze OF
and UF, 500 pL of Bradford solution and 1 pL OF or UF were
placed in 1.5 mL tubes, in duplicate. Finally, the calibration
curve, as well as the OF and UF samples, were analyzed using
a spectrophotometer at 595 nm, and the values obtained to
determine the total protein concentration of reproductive
fluids were recorded (Bradford, 1976).

Distribution pattern of proteins in reproductive fluids
(OF and UF)

Protein separation by SDS-PAGE. Protein separation by
molecular weight was performed using electrophoresis, and
a 10% polyacrylamide gel was prepared. First, the separator
gel was prepared using water, tris-hydroxymethyl-amino-
methane (TRIS)-HCI (1.5 M, pH 8.8), bis-acrylamide (30%),
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, 10%), ammonium persul-
fate (10%), and tetramethylethylenediamine (TEMED) and
allowed to polymerize. The concentrator gel was then added
with the same reagents and only the TRIS-HCl concentration
was changed (0.5 M, pH 6.8). Buffer Laemmliwas placed with
50 mg mL™ of protein from each sample of OF and UF for
protein denaturing. The samples were then placed in each
well of the polyacrylamide gel, together with a molecular
weight marker of 10-250 kDa. The proteins were compacted
at 150V for 15 min and then left to run at 100 V for 180 min
(Brunelle & Green, 2014).

Protein identification by molecular weight. After electro-
phoresis, the gel was stained with a solution of Coomassie
blue (0.1% Coomassie blue, 50% methanol, and 10% glacial
acetic acid) for 1 h under constant oscillation. Excess stain
was removed using a 40% methanol solution for 15 min
during oscillation. Several washes with a new methanol solu-
tion were performed until bands were visible in the gel
(Brunelle & Green, 2014).

Estimation of molecular weight and band intensity. Images of
the gels were taken using a photodocumentary. For image
processing, Gelanalyzer (version 19.1; Istvan Lazar Jr.) was
used to identify the number of bands in each of the OF
and UF samples, as well as the estimation of the molecular
weight (kDa) of each of the bands.

Identification of proteins in OF and UF

Western blot. To determine the presence of oviduct-spe-
cific glycoprotein (OVGP1), heat shock protein 70 (HSP70)
and ezrin which are among the most abundant proteins in
these fluids (Soleilhavoup et al., 2016), of each of the OF and
UF samples, 50 pL mL" protein was placed in load buffer
and incubated at 95 °C for 5 min. Samples were separated
on 10% polyacrylamide gels at 120 volts for 60 min. The
proteins were then transferred to a PVDF membrane (Milli-
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pore, VHO0010) at 2.5 A and 25 V for 20 min on a transfer
device (Trans-Blot Turbo).

The membrane was blocked with TBS buffer milk solution
(0.08 g mL™) for 1h, in constant oscillation at room tempera-
ture. The membrane was then incubated with the first anti-
body (Ezrin: Cat. Sc-58758; HSP70: Cat. sc-66048; OVGPI:
Cat. sc-377267, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas,
Texas, USA) diluted in a milk solution with TBS (0.05 g mL™)
in constant oscillation all night at 4 °C. The next day, the
membrane was washed with TBS Tween-20 and incubated
with the secondary antibody (Anti-mouse IgG: Cat. 715-035-
150; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) for 1.5
h oscillating at room temperature. The membrane was then
washed with TBS Tween-20. Finally, a mixture of revealing
solution (ClarityTM Western ECL Substrate, Bio-Rad) was
added, and the membrane was placed in a photo docu-
menter (Kodak Gel Logic 200 Image System), with a 3 min
exposure for its development. The program used was the
Kodak 1D 3.6 Logic.

Image] software was used for image processing. This
program measures the intensity of the pixels in an image.
This is especially useful in Western Blot images, where the
signal intensity can be correlated with the amount of a
certain protein. To do this, the program selects the Region
of Interest (ROI) around a specific region of the image in
which the analysis needs pixel intensity. This generated
a graph that shows the pixel intensity of the ROL Image)
provides numerical values associated with the ROI, from
which statistical analysis will be performed.

Statistical Analysis

The data obtained on volume, osmolarity. and total
protein concentration of OF and UF samples are expressed
as the mean + standard deviation (5.D.). To determine signif-
icant differences between the color intensities OF and UF
sample bands, Student’s t-test was performed with a signif-
icance of P < 0.05. GraphPad Prism (version 9.5.1) was used
for data analysis.

RESULTS

OF and UF were obtained from 42 reproductive systems
of domestic sheep. Of these, 32 were in the early luteal
phase and 10 were in the middle luteal phase. A pool of
OF (2-7 reproductive systems) and UF (1-6 reproductive
systems) was prepared for each experiment, and a total of
10 OF samples and 3 UF samples were obtained.

Physicochemical characteristics of OF and UF

Volume, osmolarity, and total protein concentration of the
reproductive fluids (OF and UF). A total volume of 135 pL
(3.2+1.5 pL on average) of OF from the early luteal phase
and 170 plL (17.0£0.5 pL) from the middle luteal phase were
recovered from the reproductive apparatus at the luteal
phases of the estrous cycle in sheep. The osmolarity for
OF was 343£20.8 mOsm kg™, and that for UF was 280496.2
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mOsm kg The total protein concentration of OF was
71.9+23.8 g L, while that of UF was 21.8+1.1g L.

Distribution patterns of proteins in the reproductive fluids (OF
and UF). Figure 1shows the pattern of protein distribution in
10 OF and 2 UF samples. The molecular weights of the protein
bands were 24-324 kDa for OF and 29-353 kDa for UF.

In the analysis of the OF and UF samples, two sets of
bands were identified, with 20 bands present in the OF and
14 bands present in the UF. Of these, fourteen bands were
unique to the OF samples, while eight were exclusive to the
UF samples. Furthermore, six bands were identified as being

Table 1.
Molecular weight of proteins present in OF and UF samples.

present in both the OF and UF samples (as shown in Figure
1and detailed in Table 1).

Identification of proteins in OF and UF. In the distribution
pattern of OF and UF proteins (Figure 1), different types
of proteins are shown, some of which were identified by
western blotting, where OVGP1 (120 kDa), HSP70 (70 kDa),
and ezrin (87 kDa) proteins were present in most OF and
UF (Figure 2a). However, the levels of these proteins were
significantly higher in the OF than in the UF (Figure 2b).

No. of band az;l’(i‘[')g;: :upﬁf[')f:): IWTI‘"I‘):;'
1 304 353 7
2 315 284 37
3 306 138 34
4 228 m 28
5 200 47 27
6 188 4 %
7 83 39
8 62 29
9 54
10 36
n 35
12 33
3 2
14 24

OF, Oviductal fluid; UF, Uterine fluid; MW, Molecular weight; kDa, kiloDaltons

DISCUSSION

Physicochemical characteristics of OF and UF. Two pools
were created in this study. One was of OF from the early
luteal phase and the other was a pool of UF from the middle
luteal phase because embryos are in each one of these struc-
tures as luteal phases occur (Kélle et al., 2020). OF and UF
were collected from postmortem adult Criollo type domestic
sheep, with a volume of UF five times greater than OF, which
may be related to the size of the organs of origin. In other
studies, OF and UF volumes were collected from sheep
in vivo and analyzed continuously for 24 h using a probe
introduced into the ostium of the oviduct. The authors
reported higher volumes of OF and UF compared to those
obtained in our study, with 100 to 1,630 pL for OF (Restall,
1966b; Perkins et al., 1965 Iritani et al., 1969: Roberts et al.,
1976) and 480 to 5,210 pl for UF (Iritani et al., 1969). These
volumes account for the intense secretory activity of the

oviduct and uterus, which may be influenced by the probing
recovery system, is also influenced by hormonal action. It has
been observed that 2 days after estrous, both the oviduct
and uterus present greater secretory activity (Iritani et al.,
1969), which confirms that there are factors related to the
modulation of the secretory pattern of the fluids in these
anatomical regions. In addition, other factors influence the
secreted amount of OF and UF, for example, such as age,
breed, and whether the females are prepubertal, nulliparous,
or multiparous.

Another important physiological aspect to consider is the
osmolarity of OF and UF, which depends on the concen-
tration of dissolved solutes, such as inorganic salts, amino
acids, and proteins, among other components, which are in
direct contact with gametes and developing embryos that
require specific osmolarity conditions. The range of varia-
tion of oviductal and uterine osmolarity between different
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Figure 1.

The allocation of proteins in the sheep oviductal fluids (OF-1to OF-10) and uterine fluids (UF-1and UF-2) was assessed through SDS-PAGE.
Fourteen bands where unique to OF samples, eight were exclusive to UF samples, and six were present in both samples. Specific molecular
weights of proteins are indicated in Table 1.
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Figure 2.

The presence of OVGP1, HSP70, and ezrin proteins was examined in the OF and UF samples from sheep using Western blotting. 3-actin
was used as a positive control (a). The concentration of OVGP1, HSP70, and ezrin was then assessed between the OF and UF samples,
revealing a statistically significant difference between the two groups (P = 0.0005 and P = 0.0001, respectively) (b).
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domestic species is narrow; for example, in cows, an osmo-
larity of 350-353 mOsm kg has been reported (Olds &
Vandemark., 1957). in sows it is 318-320 mOsm kg™ (Li et al.,
2007), and in sheep, an osmolarity of 316-349 mOsm kg has
been reported for OF and UF (Wales, 1973). These values are
similar to those observed in this study for OF (343 mOsm
kg™) but lower than that observed in UF (280 mOsm kg™).
This variation in UF osmolarity was probably due to manip-
ulation during the collection and processing of samples; for
example, it has been reported that both the method and
collection site influence the osmolarity of UF (Wales, 1973).

The total protein concentration present in OF was higher
(71.9 g L") than that reported in other studies with concen-
trations of 37.8 and 38.7 g L (lze-Mayrhofer & Brem, 2020;
Zhao et al., 2022). The total UF protein concentration was
similar (21.8 g L) to that reported by other authors (25.16
to 27.46 g L") (Tripathi et al., 2016; Yahia et al., 2013). The
increase in total OF protein concentration could be due to
metabolic stress conditions derived from the diet (Tripathi
et al., 2016).

In a first evaluation, the distribution pattern of the
proteins present in OF (20 bands) and UF (14 bands) was
determined, as well as the molecular weights of the bands
with greater intensity, as has been done in Alpaca (Apichela
et al., 2015). From this first count, differences in the distribu-
tion pattern of the proteins present between the OF and UF
samples were observed, a greater number of bands for OF
being observed, which denotes a greater complexity in their
protein composition, However, studies have identified more
proteins in UF than in OF (827 vs. 624), a fraction of these
proteins (585) occur in both fluids (Soleilhavoup et al., 2016).

Identification of proteins in OF and UF. Subsequently, three
proteins were identified using western blotting: OVGP1,
HSP70, and ezrin. OVGP1 is a protein synthesized and
secreted exclusively by the non-ciliary cells of the oviduc-
tal epithelium, with a molecular weight between 90 and 95
kDa for most domestic animals; in ruminants, this is in the
range of 57.23-57.75 kDa, which is attributed to the degree
of glycosylation of the protein (Pradeep et al., 2011; Zhao
et al., 2022).

Moreover, HSP70 belongs to a family of “chaperones”
proteins with a molecular weight of 70 kDa that perform
a wide variety of cell maintenance activities, as well as to
counteract the effects caused by stress, such as: preventing
protein aggregation, the separation of protein aggregates,
the replication of denatured proteins and the degradation
of defective proteins (Rosenzweig et al., 2019).

Ezrin is an protein of 87 kDa molecular weight that func-
tions as a microfilament connector of the plasma membrane,
which is distributed in the microvilli, folds of the plasma
membrane, and other areas of this membrane, with a partic-
ular morphology (Xu et al., 2023).

In the present study, OVGP1was found in greater numbers
in OF samples, which is in accordance with Soleilhavoup et al.
(2016), who evaluated the OF and UF proteome in estrous
and during the luteal phase of the sheep estrous cycle, by

nanoscale liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry. The authors determined that OVGP1 was
the main OF protein during estrous. In contrast, OVGP1
was present in smaller quantities in UF, which corresponds
to what was reported for UF (Soleilhavoup et al., 2016).
However, extracellular vesicles obtained from the uterine
lumen of sheep have been described as positive for OVGP1
(Burns et al., 2014).

QOVGP1 plays a significant role during fertilization because
it regulates polyspermy by hardening the pellucida zone
(Braganca et al., 2021). It has also been reported in goats
that morulae and blastocysts rate increases (Pradeep etal,
20M1). Immunohistochemistry has detected the interaction
of OVGP1 with bovine embryos in stages of 4-8 cells and in
morulae, in the perivitelline space, and within blastomeres,
but not in the pellucida zone (Banliat et al., 2020).

The presence of HSP70 protein was observed in the OF,
but it was practically absent in the UF, which coincides with
what has been reported in sheep (Soleilhavoup et al., 2016).
However, others have identified it in the UF on day 16 of
the estrous cycle, but not in sheep on day 16 of pregnancy
(Koch et al., 2010). Microvesicles of the uterine lumen are
positive for HSP70 on day 14 in both cycling and pregnant
sheep (Burns et al., 2014).

As mentioned, HSP70 performs activities to counter-
act the effects of stress. Under suboptimal temperatures
of in vitro culture (37 and 40 °C), HSP70 is overexpressed
in both oocytes and granulosa cells (Pohland et al., 2020).
This has also been reported in cattle, where inhibition of
HSP70 function during culture of 2-cell embryos at phys-
iological temperature (38.5 °C) reduces the percentage of
blastocysts. This shows the importance of HSP70 in cellular
functions, not only in relation to caloric stress (Romero &
Hansen, 2002).

Finally, ezrin protein was found in greater quantities in
OF than in UF, which is consistent with the results reported
for sheep (Soleilhavoup et al., 2016). It has also been reported
in the UF of sheep during the first days of pregnancy (Kéch
et al., 2010; Romero et al., 2017).

Xu et al. (2023) reviewed the function of ezrin protein
from a reproductive perspective, mentioning its impor-
tance during changes that occur in the uterine epithelium
throughout the estrous or menstrual cycle. Ezrin induces
polarization of preimplantation embryos as well as processes
of cellular migration and invasion during embryo implanta-
tion and embryogenesis.

The volume recovered from UF was five times greater
than that recovered from OF, which is related to the size
and surface area of the oviduct and uterus. Both osmolar-
ity and protein concentration were higher in OF than in UF
(1.2 and 3 times higher, respectively), values that were within
the range described for sheep. The pattern of protein distri-
bution between the OF and UF was different, being more
complex in the OF. OVGP1, HSP70, and ezrin were identi-
fied in OF and UF, and were found in greater numbers in
OF samples.
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CONCLUSIONS

The present study determined the physicochemical char-
acteristics (volume, osmolarity, and total protein concentra-
tion), protein profile (distribution pattern of proteins), and
the presence of OVGP1, H5P70, and ezrin proteins in the
early and middle luteal phases of the estrous cycle of adult
domestic sheep to determine its usefulness as a supplement
to optimize in vitro culture media for embryo development
by providing elements lacking commercial growing media.
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