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Resumen 

Introducción: La transferencia nuclear de células somáticas (TNCS) es una biotecnología con 

aplicación en diferentes áreas tales, como la replicación de animales de interés zootécnico, especies 

silvestres amenazadas y animales transgénicos. No obstante, la TNCS no ha tenido la aplicación 

práctica como otras biotecnologías reproductivas, debido a factores intrínsecos de la propia técnica, 

tales como resistencia a la reprogramación de la célula somática, pobre potencial de reprogramación 

de los ovocitos, traumatismo por manipulación y condiciones subóptimas del cultivo embrionario in 

vitro. Por otra parte, se ha reportado que la adición 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 proteínas 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 concentración y el patrón de distribución de las proteínas 

del FO y FU, e identificar las proteínas OVGP1, HSP70 y Ezrin que son importantes para la fisiología 

reproductiva. Una vez que se evaluaron dichas propiedades, se analizó el efecto del FO y FU en el 

desarrollo de embriones clones y partenogenéticos de Ovis aries, así como en el balance de especies 

reactivas de oxígeno (ERO) y glutatión (GSH).  

Resultados: Se obtuvo en promedio de 3.2±1.5 µL de FO y 17±0.5 µL de FU por aparato reproductor; 

la osmolaridad fue de 343 ± 20.8 mOsm kg-1 y 280 ± 96.2 mOsm kg-1 y la concentración de proteínas 

fue de 71.9 ± 23.8 g L-1 y 21.8 ± 1.1 g L-1, respectivamente. En el patrón de distribución de proteínas 

se observaron 20 bandas en FO y 14 bandas en FU. De ellos, 14 y 8 fueron específicos de FO y FU y 

6 comunes a ambas. El espectro de pesos moleculares de las proteínas fue de 24 a 324 y de 29 a 353 

kDa para FO y FU. Se identificó la presencia de las proteínas OVPG1, HSP70 y Ezrin en ambos 

fluidos, encontrándose en mayor cantidad en el FO. No se observó efecto en el desarrollo de 

embriones partenogenéticos y clones con 0.5% de FO y FU. Sin embargo, al 1 y 2% de FO y FU, se 

observó un efecto negativo en las primeras divisiones en los embriones partenogenéticos y en la etapa 

de blastocisto para los embriones clones. Se observó una disminución de los niveles intracelulares de 

ERO y GSH en los blastocistos partenogenéticos tratados con 1.0% de FO y FU, mientras que no se 

observó efecto alguno en los embriones clones. Sin embargo, los embriones clones presentaron mayor 

concentración 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 concentración de proteínas fueron mayores en FO que en FU (1.2 y 3 veces mayores). El 

patrón de distribución de proteínas entre FO y FU fue diferente, siendo más complejo en FU. Las 

proteínas OVGP1, HSP70 y Ezrin fueron identificadas en el FO y FU, encontrándose en mayor 



 

 x 

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

redox en los embriones clones de ovino generados por clonación manual. 
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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 µL of OF and 17±0.5 µL of UF per reproductive system was obtained; 

osmolarity was 343±20.8 mOsm kg-1 and 280±96.2 mOsm kg-1 and protein concentration was 

71.9±23.8 g L-1 and 21.8±1.1 g L-1, 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. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los ovinos fueron una de las primeras especies en ser domesticadas hace 8000 a 9000 años 

aproximadamente y presentan una amplia distribución geográfica debido a su gran adaptabilidad a 

diferentes tipos de climas (FAO, 2015). La población mundial de ovinos alcanzó los 1.2 billones de 

individuos para el año 2012 y se han registrado alrededor de 1400 razas (Romanov et al., 2021). De 

acuerdo con datos de la Asociación Internacional de Tecnología de Embriones (IETS, por sus siglas 

en inglés), la producción de embriones in vitro de ovinos ha aumentado sustancialmente (340%) del 

año 2021 al 2022 (Viana, 2022), lo cual significa que existe una demanda de las técnicas de 

reproducción asistida (TRA) en esta especie. 

Entre las técnicas de producción de embriones in vitro, tenemos a la fertilización in vitro (FIV), 

la inyección intracitoplasmática del espermatozoide (ICSI) y la transferencia nuclear de células 

somáticas (TNCS). Esta última consiste en transferir el núcleo de una célula somática, que donará su 

información genética (carioplasto), a un ovocito previamente enucleado, que será el receptáculo 

citoplasmático (citoplasto) del núcleo donado (Gurdon, 2013). A partir de la integración de estos 

elementos se forma una nueva célula que se desarrollará en un embrión clon, de la cual se obtendrá 

una cría genéticamente idéntica al individuo donde se obtuvo la información 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 propagación de 

animales productivos de alto valor comercial (Selokar et al., 2018), rescate de animales silvestres en 

peligro de extinción (Loi et al., 2001; Gómez et al., 2004; Kim et al., 2007; Yang et al., 2010) 

recuperación de animales de compañía (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 producción de órganos para xenotrasplantes (Gao et al., 2017). Sin embargo, a causa de su baja 

eficiencia su aplicación práctica es limitada en comparación con otras TRA, tales como la 

inseminación artificial (IA) 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 número de crías recién nacidas sanas. En el caso de los rumiantes, 

se suele presentar el síndrome de crías grades (LOS, por sus siglas en inglés) o más recientemente 

denominado síndrome de crías anormales (AOS, por sus siglas en inglés), por la variedad de fenotipos 

anormales que presentan las crías al nacer (Loi et al., 2006; Nava-Trujillo y Rivera, 2023). Esta serie 

de problemas son causados por factores intrínsecos de la técnica de TNCS, tales como el limitado 

potencial de reprogramación del citoplasto, la resistencia del carioplasto a la reprogramación nuclear, 
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el trauma ejercido a las células durante su manipulación y las condiciones subóptimas del cultivo in 

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

En las últimas 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 proteínas 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 suplementación 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 oxígeno (ERO), mayor número de células en la etapa de blastocisto, aumento 

de la viabilidad embrionaria postvitrificación 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 

concentración y el patrón de distribución de las proteínas, así como la identificación de las proteínas: 

Glucoproteína específica del oviducto u Oviductina (OVGP1), proteína de choque térmico 70 (en 

inglés Heat Shock Protein 70 o HSP70) y la Ezrin (proteína asociada a los microfilamentos de actina 

en el citoesqueleto de la célula, que sirve como regulador de membrana y señalizador (Neisch y 

Fehon, 2011) de los FO y FU de ovejas en la fase lútea temprana del estro. Posteriormente, se evaluó 

el efecto de la concentración 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 oxígeno (ERO) y del 

antioxidante glutatión reducido (GSH). 
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2. MARCO TEÓRICO 

1.1 Anatomía y Fisiología del Oviducto 

El oviducto de los mamíferos es una estructura altamente especializada que además de 

conectar al ovario con el útero, interviene en procesos fundamentales de la reproducción de las 

hembras. Anatómicamente se divide en cuatro segmentos (Senger, 2015): a) el infundíbulo con sus 

correspondientes fimbrias se encarga de captar al ovocito recién ovulado, b) el ámpula que es el 

segmento más prominente es el sitio donde ocurren la fertilización y el inicio del desarrollo 

embrionario, c) el istmo que tiene un diámetro menor que el ámpula, sirve como reservorio de los 

espermatozoides y d) la unión útero-tubal que comunica al oviducto con el útero (Figura 1). 

 

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

 

De acuerdo a su anatomía microscópica, cada uno de estos segmentos se compone de cuatro 

capas, a) la capa más interna es la mucosa y se caracteriza por la presencia de pliegues primarios, 

secundarios y terciarios que varían dependiendo del segmento, b) después encontramos una capa de 

tejido conectivo ampliamente vascularizada e inervada, c) enseguida una capa de músculo liso, que a 

su vez está conformada por tres capas: una interna longitudinal, una intermedia circular y una externa 

longitudinal, d) finalmente está la capa serosa, conformada por mesotelio del peritoneo (Kölle et al., 

2020). 

El epitelio del oviducto está constituido de células ciliares y células secretoras (no ciliares), 

cuyo número y proporción varían de una región a otra del oviducto (Figura 1). Se ha descrito tanto 

para el oviducto de hámster como el de vaca, que la población de células ciliares aumenta hacia las 
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áreas de las fimbrias del infundíbulo, mientras que la población de células secretoras aumenta en las 

áreas del ámpula y el istmo (Abe, 1996). La población de células secretoras es de aproximadamente 

del 65% y 50% en el ámpula del oviducto del hámster y de la vaca, respectivamente (Abe, 1996), 

denotando su papel fundamental durante la fecundación y en las primeras etapas del desarrollo 

embrionario. 

El movimiento coordinado de las células ciliares es importante para los procesos fisiológicos 

reproductivos tales como la capacitación espermática y el transporte de gametos y embriones. Por 

otra parte, la fisiología de las células secretoras está específicamente programada para la síntesis y 

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

1.2 Composición del Fluido Oviductal 

El fluido oviductal es una mezcla compleja de sales inorgánicas y macromoléculas disueltas 

en agua, derivada de los componentes sintetizados de las células secretoras oviductales y del 

trasudado selectivo del plasma sanguíneo (Lee, 1988). Éste es el medio de transporte de gametos y 

embriones que suministra los componentes metabólicos necesarios y, a través del cual, se dará la 

comunicación e interacción 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 comparación con el plasma; estas sales inorgánicas van a 

intervenir en los procesos de osmosis, así como también en la regulación del pH del FO en un rango 

de entre 7.5 a 8.0 (Lee, 1988). Por otra parte, el FO contiene varios componentes metabólicos tales 

como glucosa, lactato, piruvato y aminoácidos, cuyas respectivas concentraciones difieren del FU y 

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

1.2.1 Aminoácidos 

Los aminoácidos son moléculas constituidas por un grupo amino, un grupo carboxilo y una 

cadena lateral o grupo R que es única para cada aminoácido. Teóricamente existen y pueden 

sintetizarse una gran variedad de aminoácidos, pero usualmente son 20 aminoácidos los involucrados 

en procesos biológicos, de los cuales nueve o diez son considerados esenciales y siete como no 

esenciales (Leese et al., 2021). Los aminoácidos presentes en el FO actúan como precursores para la 

síntesis de proteínas y de ácidos nucleicos para el desarrollo embrionario, también funcionan como 

moléculas de señalización, osmolitos, antioxidantes, transportadores de electrones y son una fuente 

de energía (Saint-Dizier et al., 2019). 

Todos los aminoácidos, tanto esenciales como no esenciales, están presentes en el FO de los 

mamíferos, entre los cuales la alanina, glicina, glutamato y lisina se encuentran en mayor 

concentración que en el plasma sanguíneo (Saint-Dizier et al., 2019). Por ejemplo, en el caso del FO 
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de la oveja, la alanina y la glicina representan el 45% del total de los aminoácidos (Wales, 1973). 

Otros aminoácidos que se encuentran en cantidades considerables son: la valina, lisina, glutamina, 

arginina, isoleucina y fenilalanina (Hill et al., 1997). 

Dentro de estos aminoácidos, la cisteína, glicina y el ácido glutámico son los precursores del 

tripéptido glutatión, cuya forma reducida es GSH, el cual es un antioxidante no enzimático que se 

encuentra en concentraciones de milimoles (1-10 mM) en las células de los mamíferos, incluyendo a 

los ovocitos (Averill-Bates, 2023). 

1.2.2 Lípidos 

A pesar de que los carbohidratos son la principal fuente de energía para los embriones, los 

lípidos acumulados en los ovocitos y embriones sirven como una fuente potencial de energía, además 

de su papel en la proliferación y diferenciación celular (Shi y Sirard, 2022). Las secreciones 

oviductales contienen una variedad de lípidos tales como el colesterol, triglicéridos y ácidos grasos. 

En el FO de la vaca se han identificado glicerofosfolípidos y esfingolípidos, que son lípidos comunes 

de la membrana plasmática y participan en diferentes vías de señalización. El FO además contiene L-

carnitina que participa en la beta oxidación de los lípidos, así como también albumina y lipoproteínas 

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

1.2.3 Proteínas 

Con el surgimiento de la proteómica, que describe a todas las proteínas expresadas por un 

genoma (Wilkins et al., 1996), se han identificado, cuantificado y separado las proteínas de diferentes 

organismos por medio de técnicas que van desde el Western Blot, y el ELISA, hasta técnicas más 

sofisticadas y complejas como la cromatografía y la espectrometría de masas. A partir de ellas se ha 

analizado el proteoma de los fluidos reproductivos en diferentes especies domésticas, enfocados 

principalmente a la regulación hormonal en las diferentes etapas del ciclo estral, la interacción 

gameto-maternal, la comunicación materno-embrionaria, el desarrollo folicular y la fertilidad (Itze-

Mayrhofer y Brem, 2020). 

Las proteínas 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 

proteínas de choque térmico, (ix) otras proteínas, (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 

proteínas, 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 
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proteínas más abundantes del FO son la Oviductina (OVGP1), la isocitrato deshidrogenasa que 

participa en el ciclo de Krebs, el factor de elongación 1-α1 imprescindible para la biosíntesis de 

proteínas, la proteína de choque térmico de 71 kDa perteneciente a la familia de proteínas de respuesta 

al estrés, la proteína є 14-3-3 y la anexina A8, que es una proteína de unión al Ca2+ relacionada con 

la organización y estructura de los fosfolípidos de la membrana plasmática y con las proteínas del 

citoesqueleto. Mientras que en la fase lútea, las proteínas con mayor abundancia son la macrobulina 

α-2, que funciona como anticoagulante y promueve la proliferación celular, la ceruloplasmina, que 

es una proteína transportadora de cobre, la gelsolina que es una proteína involucrada en el ensamblaje 

y desensamblaje de los filamentos de actina, la transferrina que es una proteína transportadora de 

hierro y el factor B del complemento, que participa en la proliferación y pre-activación de los 

linfocitos B (Soleilhavoup et al., 2016) (Tabla 1). 

 

Figura 2. Clasificación de las proteínas más abundantes del cérvix, oviducto y útero de la oveja. A) 

Número de proteínas específicas y comunes entre el cérvix, oviducto y útero. B) Origen celular de 

las proteínas. C) Clasificación de la función celular de las proteínas (Tomado y modificado de 

Soleilhavoup et al., 2016). 

 

El oviducto de las hembras de los mamíferos está bajo cambios morfológicos, bioquímicos y 

fisiológicos durante el ciclo estral. La secreción de algunas moléculas parece responder a la influencia 

cíclica de las hormonas, mientras que otras son secretadas a un ritmo constante. Ha sido sugerido que 
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existe un gradiente en la secreción de las proteínas oviductales, desde el infundíbulo a través del 

ámpula y hacía el istmo, incluso algunas claras distinciones en la misma región (Buhi et al., 2000). 

Tabla 1. Proteínas oviductales más abundantes durante el estro y la fase lútea en la oveja. 

Proteínas más abundantes 

Estro Fase lútea 

Símbolo Nombre Símbolo Nombre 

OVGP1 Glucoproteína específica del oviducto α2M Macrobulina-2-Alpha 

IDH1 Isocitrato deshidrogenasa CP Ceruloplasmina 

HSPA8 Proteína de choque térmico de 71 kDa GSN Gelsolina 

EEFA1 Factor de elongación 1-α1 TTR Transtiretina 

YWHAE Proteína 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 hipotálamo que secreta 

GnRH, la adenohipófisis que produce FSH y LH, el ovario y sus respectivas estructuras como los 

folículos que producen estradiol (E2) e inhibina (INHA) y los cuerpos lúteos que secretan 

progesterona (P4) y oxitocina (OXT) y, finalmente el útero que es responsable de la secreción de las 

prostaglandinas F2α y PGE2 (Cortez y Gallegos, 2014). 

La oveja es una especie con mayor actividad sexual a finales del verano y en otoño, para que 

los partos tengan lugar en primavera, el momento más favorable para la supervivencia de los corderos. 

En este periodo de actividad reproductiva, la oveja presenta una sucesión de ciclos estrales (intervalo 

de tiempo entre dos celos consecutivos) con una duración media de 17 días, y una variación entre 16 

y 19 días (Abecia y Forcada, 2010). 

Tomando como día 0 el inicio del celo, el ciclo estral se puede dividir en dos fases, la fase 

lútea (días 1-12) y folicular (días 13-17) (Figura 3). Durante la fase lútea los niveles plasmáticos de 

P4 aumentan gradualmente hasta alcanzar niveles de entre 1 y 5 ng mL-1 a partir de los días 6 y 7 del 

ciclo. Esto ocurre después de la ovulación, cuando el folículo de Graaf se llena de sangre para 

constituir el cuerpo hemorrágico que, por influencia de la LH, estimula la proliferación y la 

transformación de las células de la granulosa del folículo roto en células luteínicas que conformarán 

el cuerpo lúteo (CL), aproximadamente al 4° día del ciclo. En esta fase se producen en promedio tres 

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



 

 8 

última dará lugar al folículo que ovulará en el siguiente ciclo estral (Abecia y Forcada, 2010; 

Hernández y Fernández, 2010). 

 

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

 
Si no se produce una gestación durante la fase lútea, el CL secretará OXT que provocará la 

descarga de PGF2α por el endometrio. Son necesarios al menos cinco pulsos de PGF2α para que se 

produzca la lisis del CL y así finalice la fase lútea, para iniciar la siguiente fase. Durante la fase 

folicular, se intensifica la frecuencia de los pulsos de GnRH y LH, debido a la caída de los niveles 

plasmáticos 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 pulsátil de LH, facilita la maduración final de los folículos en 

crecimiento con lo que a su vez incrementarán los niveles de E2 producidos por los mismos. Esto 

dará 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 sanguíneo al ovario y al 

folículo dominante, aumentando la presión folicular que culmina con la ovulación (Abecia y Forcada, 

2010). 

1.4 Desarrollo Embrionario Temprano 

La reproducción de las especies es el resultado de una serie de procesos biológicos que 

involucran la fecundación del ovocito por el espermatozoide y la unión de ambos genomas para 

comenzar el desarrollo de un nuevo individuo. Las etapas del desarrollo entre la fecundación y el 

nacimiento reciben el nombre de embriogénesis, misma que se divide en dos principales etapas: el 
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desarrollo embrionario temprano o pre-implantacional y el desarrollo embrionario tardío o post-

implantacional (Gilbert, 2023). 

El desarrollo embrionario temprano comienza con la segmentación del cigoto, en mamíferos 

el plano de la primera división es meridional, mientras que, en la segunda división, uno de los 

blastómeros se divide meridionalmente y el otro ecuatorialmente (Gilbert, 2023). Durante la 

segmentación, las divisiones mitóticas no presentan fase de crecimiento celular, por lo cual, el tamaño 

de los blastómeros resultantes es cada vez menor, de tal forma que el volumen del embrión se 

mantiene, mientras que el número de células aumenta. El número de los blastómeros puede variar por 

las divisiones asincrónicas del embrión; es decir, no todos los blastómeros se dividen al mismo 

tiempo, por lo que se pueden encontrar embriones con un número de blastómeros impar (Hyttel et al., 

2010). 

Después de algunos ciclos de división, los blastómeros forman una esfera llamada mórula, 

cuyos blastómeros externos comienzan a compactarse más que los blastómeros centrales, 

dividiéndose en blastómeros externos e internos. La compactación de los blastómeros externos es 

estabilizada por uniones estrechas que se forman a partir de moléculas de adhesión celular como la 

cadherina-E y complejos de proteínas tales como claudinas y ocludinas. Estas uniones sellan el 

interior del embrión, dejando confinados a los blastómeros internos, los cuales establecen 

comunicación entre ellos por medio de uniones GAP, que permiten el flujo de iones y pequeñas 

moléculas (Gilbert, 2023; Senger 2015). 

El embrión en estadio de mórula compacta experimenta un proceso de cavitación, en donde 

las células externas transportan Na+ al espacio intersticial de las células internas para crear un 

gradiente de concentración. Esto genera que al interior de la mórula compacta se almacene agua por 

ósmosis y se forme una cavidad denominada blastocele (Sanger, 2015).  

En este momento el embrión recibe el nombre de blastocisto, el cual está 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 embrión (Hyttel et al., 

2010). A partir de las células del trofoblasto se derivarán la mayoría de los tejidos extraembrionarios 

que forman a la placenta, mientras que las células de la MCI darán lugar al hipoblasto y epiblasto. A 

partir de este último se derivarán las tres capas germinales que darán origen a todos los tipos celulares 

que forman propiamente al embrión. También del epiblasto se derivarán las células germinales 

primordiales y parte de los anexos embrionarios (Sanger, 2015). 

Las células del blastocisto siguen dividiéndose y el blastocele aumenta de tamaño conforme 

se llena de líquido hasta alcanzar un tamaño considerable, en esta etapa el blastocisto está listo para 

eclosionar de la ZP. El proceso de eclosión está regulado por diferentes mecanismos en donde las 
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células del trofoblasto secretan enzimas proteolíticas que debilitan y adelgazan la ZP, mientras que 

las células del blastocisto comienzan a expandirse y contraerse para hacer presión sobre la ZP, para 

generar una fisura a través de la cual saldrá el embrión (Hyttel et al., 2010). 

Por otro lado, el citoplasma del cigoto, derivado del ovocito, contiene todos los elementos 

necesarios (transcritos, proteínas, orgánulos, etc.) para iniciar con las primeras divisiones del 

embrión, las proteínas y transcritos son degradados gradualmente conforme avanza el desarrollo y en 

determinada etapa del desarrollo se activará el genoma del embrión y tomará el control de las 

subsecuentes etapas del desarrollo embrionario. El genoma del embrión inicia con una limitada 

transcripción que aumenta posteriormente, esto ocurre en dos fases que son específicas para cada 

especie, la activación menor y mayor del genoma embrionario (Hyttel et al., 2010). 

En los ovinos la activación del genoma embrionario ocurre en la etapa de 8-16 células, en 

esta etapa el embrión se encuentra en el oviducto y en etapa de mórula pasará al útero, en donde 

alcanzará 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 

desarrollo 

Etapa de desarrollo Tiempo (horas) 

Oviducto 

Inicio del celo 0 

Ovulación 24-30 

2 blastómeros 56 

4 blastómeros 60 

8 blastómeros 72 

Útero 

16 células: mórula 96 

48 células (44-150): mórula 120 

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 Tecnologías de Reproducción Asistida en Ovinos 

Las tecnologías de la reproducción asistida (TRA) tienen como finalidad incrementar la 

diseminación de animales genéticamente superiores, disminuir el intervalo generacional y aumentar 

la productividad (Falchi et al., 2022). Entre los pequeños rumiantes tenemos a los ovinos, la cual es 

una especie rústica; es decir, está adaptada a condiciones climáticas adversas sin que éstas alteren su 
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función reproductiva y productiva (Simões et al., 2021), lo cual ha permitido su diseminación en 

diferentes áreas geográficas del planeta. Las ovejas son poliéstricas estacionales, es decir, presentan 

varios ciclos estrales durante la estación reproductiva (otoño-invierno); debido a esta restricción 

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 IA, así como la producción in vivo e in 

vitro de embriones. La producción in vivo de embriones conlleva el control hormonal del ciclo estral, 

la superovulación de las ovejas donadoras y la IA con semen congelado o fresco; con esta estrategia 

se induce una ovulación múltiple 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 producción in vitro de embriones por FIV en ovinos se puede dividir en tres etapas, a) la 

maduración in vitro de ovocitos (MIV); que implica la obtención 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 opción 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 formulación 

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 aportará los requerimientos metabólicos de acuerdo a la 

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

1.6 Generación de Embriones Clones en Ovinos 

Entre estas biotecnologías, está también la clonación de embriones, que consiste en generar 

individuos genéticamente idénticos entre sí. Algo que ocurre en la naturaleza como estrategia 

reproductiva del armadillo (Dasypus novemcinctus) es que a partir de un sólo embrión (poli-embrión), 

se generan cuatro crías idénticas. En este sentido, lo que sucede en la naturaleza se ha tratado de 

imitar en el laboratorio. Es así como la clonación de embriones puede verse desde diferentes 

perspectivas, una vertical y otra horizontal (Navarro-Maldonado et al., 2003). La primera comprende 

las técnicas de separación de blastómeros y bipartición de embriones en diferentes etapas del 

desarrollo embrionario temprano, para generar gemelos homocigóticos (Casser et al., 2019). La 

segunda, implica un proceso de reprogramación nuclear y contempla la TNCS, a partir de la cual se 

generan individuos de manera asexual; para esto se requiere de una célula somática (diploide) que 

done la información genética contenida en su núcleo, esta se denominará “carioplasto”, y un ovocito 

desprovisto de núcleo, cuyo citoplasma sirva de receptáculo para el núcleo donado al que se le llamará 

“citoplasto” (Gurdon, 2013) (Figura 4). 
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Figura 4. Proceso de transferencia nuclear de células somáticas en ovinos (Diseño propio). 

 

1.6.1 Transferencia Nuclear de Células Somáticas (TNCS) 

La manipulación de los ovocitos y de las células somáticas durante el proceso de TNCS se 

realiza de manera convencional con el uso de los micromanipuladores (Wilmut et al., 1997), con la 

pipeta de sujeción e inyección se retira el material nuclear del ovocito y se coloca la célula somática 

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 pelúcida (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 está proteger al embrión, 

por lo cual, durante el proceso de enucleación y fusión, es necesario atravesar la ZP. Si ésta se elimina, 

facilita la manipulación del ovocito en un breve lapso (Oback et al., 2003; Lagutina et al., 2007).  

Por otra parte, se ha implementado la enucleación asistida químicamente que consiste en 

utilizar agentes químicos como la demecolcina, que inhiben la polimerización de los microtúbulos 

del huso meiótico y, como consecuencia, induce la externalización de la placa metafásica en forma 

de protuberancia a nivel de membrana plasmática, 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 año 2000, surgió la técnica de clonación manual (en inglés Handmade 

cloning o HMC), que prescinde del uso de micromanipuladores para la TNCS. Ésta se basa en utilizar 

ovocitos libres de ZP facilitando su enucleación asistida químicamente; en donde la porción 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 metafásica 

y aprovechando la tensión superficial que existe entre el medio de cultivo y el aceite mineral (Hosseini 

et al., 2013). Con esta técnica el tiempo requerido para la enucleación es menor, lo cual permite 

procesar una cantidad mayor de ovocitos en un tiempo relativamente corto. Por otro lado, la fusión 

entre el carioplasto y el citoplasto es más 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 

obtención de crías nacidas vivas, es igual o mejor en algunos casos que la TNCS convencional (Cortez 

et al., 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 mamíferos domésticos y silvestres 

(Borges y Pereira, 2019); sin embargo, la eficiencia en términos de crías recién nacidas por embrión 

generado sigue siendo baja (Vajta, 2018). Loi et al. (2016) realizaron una revisión de los artículos 

publicados sobre la TNCS desde 1997 hasta 2015, los cuales reportan una eficiencia del 0.5 al 1% de 

nacimientos de crías vivas, en especies de granja. En este contexto, el ovino ha sido una de las especies 

de mamífero modelo para la investigación en TNCS, por su costo moderado de mantenimiento, fácil 

manejo y periodo de gestación relativamente corto (5 meses), en comparación con otras especies 

mayores de interés zootécnico (Loi et al., 2013).  

Desde la publicación del estudio del nacimiento de la oveja Dolly en 1997 hasta el 2023, se 

han publicado 124 artículos indexados en la web de las ciencias (WOS por sus siglas en inglés) sobre 

reproducción de ovinos mediante TNCS, de los cuales el 95% son artículos de investigación y el 5% 

restantes son artículos de revisión (Vazquez-Avendaño et al., 2023). 

Los estudios de TNCS en la especie ovina de los últimos años, reportan una eficiencia del 

5.3 al 42%, desde el inicio de la segmentación hasta embriones en etapa de blastocisto (Tabla 3). En 

la mayoría de los estudios se utilizó la técnica convencional de clonación y solo en algunos se empleó 

la clonación manual. Los tipos celulares utilizados como carioplastos fueron células del cumulus y 

fibroblastos tanto de origen fetal como de individuos adultos (Tabla 3). 

La mayoría 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), aumentó 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, afectó 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 producción in vitro de embriones de oveja mediante TNCS. 

Método de 

clonación 

Tipo 

celular 
Tratamiento 

Tasa de blastocistos 

(%) N/ES Cambio (%) Referencia 

Antes Después 

Convencional 

FF - 
11.5 

37/323 
- - 

Li et al. (2021) 

FFT - 
13.1 

31/236 
- - 

Convencional FF 
Agregación 

embrionaria 

16 

186/1192 

13 

703/5510 
-3 McLean et al. (2021) 

Convencional CC 
Zebularina y 

scriptaid 

21.16 

100/463 

28.25 

129/455 
7.09* Fang et al. (2020) 

Convencional 

FAD Vitamina C 
17.9 

41/233 

25.9 

57/219 
8* 

Zhang et al. (2020b) 

FABM Vitamina C 
32.3 

39/114 

42 

52/122 
7.7* 

Convencional CC Zebularina 
11.8 

12/101 

25.4 

30/117 
13.2* Cao et al. (2019) 

Convencional FF Chaetocina 
9.8 

8/96 

10.6 

11/106 
0.8 Zhang et al. (2018b) 

Convencional FFT KDM4D 
11.3 

17/157 

19.2 

31/162 
7.9* Zhang et al. (2018c) 

Convencional FA - 
5.3 

5/105 
- - 

Khan et al. (2018) 

HMC FA - 
12.5 

8/59 
- - 

Convencional FF iPSCs 
10 

17/178 

2 

3/158 
-8* German et al. (2015) 

Convencional FA - 
14.6 

15/103 
- - Ma et al. (2013) 

Enucleación 

Manual 
FA - 

11.2 

323/36 
- - Hosseini et al. (2013) 

Convencional CC Scriptaid 
8.6 

5/59 

25.7 

17/66 
17.1* Wen et al. (2014) 

Convencional FF BIX01294 
18.7 

10/53 

18.3 

11/63 
-0.4 Fu et al. (2012) 

Convencional 

FF - 
22.6 

83/367 
- - 

Heidari et al. (2010) 

CC - 
23.6 

27/114 
- - 

Número de blastocistos (N). Embriones segmentados (ES). Handmade cloning (HMC). Dorper (D). 

Booroola Merino (BM). Fibroblastos fetales (FF). Fibroblastos adultos (FA). Fibroblastos fetales 

transgénicos (FFT). Células del cumulus (CC). Diferencia estadísticamente significativa (*p  0.05). 

 

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

y del 7.1 al 19.5% por embrión segmentado (Tabla 4). Como se ha mencionado anteriormente, esta 
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baja eficiencia se debe a factores intrínsecos y extrínsecos de la técnica de clonación (Simmet et al., 

2021; Malin et al., 2022). 

 

Tabla 4. Eficiencia de corderos nacidos mediante TNCS. 

Método de 

clonación 

Tipo 

celular 
Tratamiento 

Corderos (%) 

N/ET 
Incremento 

(%) 
Referencia 

Antes Después 

Convencional FF 
Agregación 

embrionaria 

9 

11/120 BT 

15 

21/138 BT 
6* McLean et al. (2021) 

Convencional CC 

Reducción de 

suero e 

ionómicina 

0 

0/11 CE 

7.1 

1/14 CE 
7.1** Demir et al. (2019) 

Convencional FF - 
22 

8/36 FR 
- - Koroghli et al. (2018) 

Convencional FT - 
10 

23/232 CE 
- - Li et al. (2016) 

Convencional FF - 
19.5 

16/82 CE 
- - Rutigliano et al. (2015) 

HMC FT - 
5.7 

3/53 BT 
- - Zhang et al. (2013) 

Convencional FA 
CR1aa vs 

SOFaa 

0 

0/24 FR 

15.3 

4/26 FR 
15.3 Xue et al. (2011) 

Convencional FF 
Extractos de 

ovocitos§ 

3.1 

2/65 BT 

14.7 

10/68 BT 
11.6** Rathbone et al. (2010) 

Número de embriones (N). Embriones transferidos (ET). Embriones segmentados (CE). Blastocistos 

(BT). Hembras receptoras (FR). Medio Charles Rosenkrans suplementado con aminoácidos (CR1aa). 

Medio fluido sintético oviductal suplementado con aminoácidos (SOFaa). §Extractos de ovocitos de 

Xenopus laevis. Fibroblatos fetales (FF). Fibroblastos adultos (FA). Fibroblastos transgénicos (FT). 

Células del cumulus (CC). Diferencia estadísticamente significativa (*p < 0.045 o **p < 0.05). 

 

Entre estos posibles factores, las investigaciones de los últimos años se han centrado en la 

reprogramación incompleta del núcleo somático; es decir, al inadecuado silenciamiento de los genes 

específicos del tipo celular somático utilizado y la inadecuada activación 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 

expresión de dichos genes, en comparación 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 crías, del 41.1% (Loi et al., 

2006). 

Los corderos clones se han obtenido utilizando principalmente la técnica convencional de 

clonación y fibroblastos fetales como carioplastos (Tabla 4). La tasa de nacimientos de corderos 

clones ha mejorado cuando se aplican las siguientes mejoras: agregación embrionaria en etapa de 

mórula (McLean et al., 2021), sincronización del ciclo celular por reducción de SFB y activación con 
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ionomicina (Demir et al., 2019), medio SOF con aminoácidos durante el cultivo de embriones (Xue 

et al., 2011) y la reprogramación del núcleo somático 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 única biotecnología que tiene el potencial de generar nuevos 

individuos a partir de la unión de una célula somática terminalmente diferenciada con el citoplasma 

de un ovocito. Sin embargo, aun cuando en ovinos la eficiencia en la producción 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 gestación (Vazquez-Avendaño et al., 2022), 

comparada con la FIV (41%) (Loi et al., 2006). Sin embargo, es más alta que con la inyección 

intracitoplásmica de espermatozoide (ICSI) (8.9%) (López-Saucedo et al., 2012), lo cual se debe a 

problemas en la descondensación del núcleo del espermatozoide y la subsecuente formación del 

pronúcleo masculino (Hernández-Pichardo et al., 2016). 

Entre las posibles causas de la baja eficiencia de la TNCS, se encuentra la ineficiente 

reprogramación del núcleo celular somático. Para mejorar este proceso se han empleado diversos 

reguladores epigenéticos, tales como: inhibidores de las deacetilasas de histonas, la expresión 

exógena del gen que codifica para la protamina 1 en las células somáticas, la inyección de 

desmetilasas de histonas, incluso la adición de ácido ascórbico 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 obtención de crías 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 exposición temprana al medio oviductal y uterino, en donde se encuentran diferentes moléculas, 

las cuales favorecen el desarrollo embrionario. 

Por otra parte, diferentes grupos de investigación 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 lúteal temprana (LTE) y tardía (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%), aumentó significativamente el porcentaje de embriones en etapa de blastocisto (27.5% a 

ambas concentraciones, P˂0.05) a los 9 días de cultivo, con respecto al grupo tratado con 2.5% de 

FO (22.7). Sin embargo, no fue diferente al grupo testigo (27.7%, P0.05). 

La adición secuencial de FO y FU recuperado de la fase folicular tardía y de la fase lútea 

temprana, respectivamente, durante el cultivo in vitro de embriones de porcino producidos por FIV, 
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aumentó la proporción de embriones en etapa de blastocisto expandido y en proceso de eclosión (0 

vs. 15.4%, respectivamente a P˂0.05), así como de eclosionados (0 vs. 5.1%, respectivamente a 

P<0.05). También se observó que el porcentaje de metilación 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 y vitrificados. Después del calentamiento de los 

embriones vitrificados, los grupos tratados con concentraciones de 0.625 y 1.25% de FO, presentaron 

un mayor porcentaje de reexpansión (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 adición secuencial 

de FO y FU, tiene un efecto positivo a largo plazo sobre la sobrevivencia embrionaria después del 

calentamiento de embriones vitrificados. El 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 decayó paulatinamente conforme el tiempo de cultivo transcurría. El 

grupo con SFB pasó de 41.1 a 31.6% de viabilidad (P˂0.05) y el grupo con BSA pasó 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 número de 

células en su composición. 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 número 

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). Además, se ha observado que los blastocistos de 

porcino obtenidos por FIV y tratados con FO y FU, presentan un número 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 

disminución significativa (P˂0.001) en la presencia de especies reactivas de oxígeno (ERO) con 

respecto a los grupos testigos suplementados con SFB y BSA. Esto debido a la disminución de la 

expresión de genes relacionados con el estrés oxidativo (CLIC1) y la enzima glutatión peroxidasa 

(GPX1). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

A pesar de que la TNCS permite obtener individuos genéticamente idénticos a otro, dándole 

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 crías nacidas. Este último resultado es inferior a lo que ocurre en FIV (41.4%). 

Por lo anterior, la utilización 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 INVESTIGACIÓN 

¿Cuál será la calidad de los embriones clones de Ovis aries cultivados en presencia de fluido oviductal 

y uterino? 

5. HIPÓTESIS 

Dado que los fluidos oviductal y uterino contienen elementos que favorecen el desarrollo y 

mejoran la calidad de los embriones producidos in vitro, la suplementación de éstos durante el cultivo 

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

6. OBJETIVOS 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de los fluidos oviductal (FO) y uterino (FU) sobre la producción in vitro 

de embriones clones de Ovis aries. 

6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Evaluar algunas propiedades fisicoquímicas de los FO y FU (volumen, osmolaridad y 

concentración total de proteínas).  

• Identificar algunas proteínas presentes en los FO y FU. 

• Determinar el efecto de los FO y FU sobre el desarrollo y la calidad de los embriones clones 

de O. aries. 

• Evaluar el efecto de los FO y FU sobre la generación de ERO y GSH en los embriones clones 

de O. aries. 
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7. DISEÑO EXPERIMENTAL 

El diseño experimental consistió en cuatro grupos de embriones cultivados con diferentes 

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

de células en etapa de blastocisto y se determinó la concentración intracelular de ERO y GSH de 

acuerdo con el siguiente esquema. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1. Reactivos y condiciones de incubación 

Todos los reactivos utilizados se adquirieron de Sigma-Aldrich®, a menos que se indique lo 

contrario. En el presente estudio, las condiciones de incubación para los cultivos celulares, 

maduración in vitro de ovocitos y desarrollo embrionario in vitro fueron de 38.5 ºC, 5% de CO2 y 

humedad a saturación. 

8.2. Obtención 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 metodología 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 

plástico desinfectadas, a temperatura de 8 ºC. 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 antibiótico-antimicótico (10,000 UI de penicilina; 10,000 µg mL-1 de 

estreptomicina; 25 µg mL-1 de anfotericina B en solución de NaCl al 0.85%, In Vitro S.A., CDMX, 

México) a 4 °C.  

Posteriormente, se clasificaron con base en la morfología 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 lútea se dividió en metaestro temprano y tardío, la fase 

temprana se determinó por la presencia de cuerpos hemorrágicos, mientras que la fase tardía se 

determinó por la presencia de cuerpos lúteos en desarrollo (Senger, 2015).  

 

Figura 5. Ciclo estral de la oveja en función del incremento de progesterona por parte del cuerpo lúteo 

(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 hemorrágicos y cuerpos lúteos en desarrollo, respectivamente. Después de que se 

clasificaron los aparatos reproductores, los ligamentos suspensorios se diseccionaron y se seccionó 

la unión útero-tubal para separar al oviducto del cuerno uterino. Los oviductos y los cuernos uterinos 

se mantuvieron en PBS estéril con 1% de antibiótico-antimicótico a 4 °C. 

Para la extracción del FO, se siguió la metodología descrita por Carrasco et al. (2008), con 

algunas modificaciones. Sobre una superficie plana previamente desinfectada, se colocó el oviducto 

y se comprimió con un portaobjetos desde la unión útero-tubal hacia el ámpula, 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 depositó en un tubo de microcentrífuga de 300 µL. La muestra se centrifugó 

a 2000 x g por 5 min a 4 °C, se recuperó el sobrenadante y se volvió a centrifugar a 7000 x g por 10 

min a 4 °C, el sobrenadante se recuperó y se almacenó a -80 °C hasta el momento de su utilización. 

Para la obtención del FU, se colocó el cuerno uterino verticalmente para que el fluido descendiera 

por gravedad hasta la unión útero-tubal, inmediatamente después se introdujo una pipeta Pasteur 

pulida al fuego y se recolectó el FU. Éste se colocó en un tubo de 300 µL y se procesó y almacenó 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 tardío. 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 características fisicoquímicas de cada fluido (osmolaridad, 

concentración de proteínas totales y proteínas OVGP1, HSP70, Ezrin) se determinaron después de su 

descongelación. 

8.3. Evaluación de propiedades fisicoquímicas de los FO y FU 

8.3.1. Evaluación de la Osmolaridad 

Para determinar la osmolaridad de las muestras de FO y FU se utilizó un osmómetro Wescor 

(VAPRO-5520, Utah, EUA), previamente se calibró el equipo con tres soluciones estándar de 100, 

290 y 1000 mmol kg-1 (Wescor AO-010, 029 y 100, Utah, EUA). A continuación, se colocaron 10 

µL de cada una de las muestras de FO y FU en el osmómetro (Pensyl y Benjamin, 1999). 
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8.3.2. Determinación de la concentración total de proteína 

Se determinó la concentración total de proteína por ensayo de Bradford, mediante una curva 

de calibración con albumina sérica bovina (BSA) como estándar proteico, para lo cual se agregaron 

500 µL de solución Bradford (Anexo) y 10 µL de cada concentración de la curva en tubos de 

microcentrífuga de 1.5 mL. Para analizar los FO y FU, se hizo una dilución (1:10) con agua 

desionizada, se tomó 1 µL y se le agregaron 500 µL de solución Bradford y se colocaron en tubos de 

microcentrífuga de 1.5 mL. Se homogenizaron todas las muestras y se colocaron 200 µL de cada una 

de las concentraciones de la curva de calibración de BSA, así 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 espectrofotómetro a una absorbancia de 595 nm y los valores obtenidos se registraron para 

determinar la concentración total de proteína de los fluidos reproductivos (Bradford, 1976). 

8.4. Identificación de proteínas presentes en los FO y FU 

8.4.1. Separación de Proteínas 

La separación de proteínas se realizó a través de una electroforesis en gel de poliacrilamida 

con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE por sus siglas en inglés), para lo cual se preparó un gel de 

poliacrilamida al 10% (Anexo). En un tubo de microcentrífuga se colocaron 10 µL de Buffer de 

corrimiento con 50 mg mL-1 de proteína 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%, β-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 cámara de electroforesis (Mini-PROTEAN, Bio Rad, California, EUA), se conectó a 

la fuente de poder (PowerPac 1645050, Bio Rad, California, EUA) y se compactaron las proteínas a 

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

8.4.2. Tinción con azul de Coomassie 

Una vez finalizada la electroforesis, el gel se tiñó con una solución de azul de Coomassie 

(Anexo) durante 1 h, en oscilación constante. Al finalizar el tiempo, se retiró el exceso de tinción 

mediante lavados con solución de metanol al 40% durante 15 min en oscilación hasta visualizar las 

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

8.4.3. Estimación del peso molecular de las bandas 

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

PRO, Carestream Health Inc. New Haven, EUA). Para el procesamiento de las imágenes, se utilizó 
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el software Gelanalyzer versión 19.1 (www.gelanalyzer.com, por Istvan Lazar Jr., PhD e Istvan Lazar 

Sr., PhD, CSc) para poder identificar el número de bandas en cada una de las muestras de FO y FU, 

así como la estimación 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 μL mL-1 de proteína en buffer de 

carga y se incubó a 95 ºC por 5 min. Las muestras se separaron en geles de poliacrilamida al 10% 

(Anexo) a 120 V por 60 min. Posteriormente, se transfirió 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 realizó la transferencia, la membrana fue bloqueada con una solución de leche 

con buffer TBS (Anexo) a una concentración de 0.08g/mL-1 por 1 h en oscilación 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 solución de leche con buffer TBS (0.05g 

mL-1) en oscilación constante durante toda la noche a 4 ºC. Al término de la incubación, la membrana 

fue lavada con TBS Tween-20 (Anexo) (3 lavados por 10 min), y a continuación se incubó con el 

anticuerpo secundario (Anti-ratón IgG: Cat. 715-035-150; Jackson Immuno Research, Baltimore, 

EUA) durante 1.5 h en oscilación 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 agregó una mezcla 

de solución reveladora (ClarityTM Western ECL Substrate, Bio Rad, California, EUA). La membrana 

se colocó en el fotodocumentador (Kodak Gel logic 200 Image System, Woodbridge, EUA), con una 

exposición de 3 min para su revelado. El programa que se utilizó fue Kodak 1D 3.6 Logic (Contreras 

et al., 2018).  

Para el procesamiento de las imágenes se utilizó el software ImageJ (versión 1.53; Wayne 

Rasband, National Institute of Health, Kensington, MD, EUA). Este programa permite medir la 

intensidad de píxeles en una imagen, lo cual es especialmente útil en imágenes de Wester Blot, donde 

la intensidad de la señal puede correlacionarse con la cantidad de una sustancia específica. Se 

seleccionó una Región de Interés (ROI) alrededor de la región específica de la imagen en donde se 

desea analizar la intensidad de píxeles para generar un gráfico a partir de éstos, de tal manera que el 

programa proporcionó valores numéricos asociados con la ROI, los cuales están correlacionados con 

las proteínas de interés. 
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8.5. Los FO y FU en el 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 

somáticas que donarán su núcleo y de ovocitos enucleados que servirán de receptores citoplasmáticos. 

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 cm2 del borde inferior de la oreja. La muestra se colocó en medio de 

transporte DPBS para su traslado bajo condiciones de refrigeración (10 ºC). Una vez en el laboratorio, 

se eliminó la mayor cantidad de pelo de la muestra y fue desinfectada con una solución de cloro al 

1% y alcohol al 70%. Posteriormente, el tejido se sometió a un proceso de disgregación enzimática, 

para lo cual se fragmentó el tejido con una hoja de bisturí (No. 22 Hergom CDMX, México) y se 

colocaron los fragmentos en un tubo cónico de 15 mL con una solución de 0.02% de colagenasas tipo 

I y II (17100-017 y 17101-015 Gibco, New York, EUA) y se incubaron a 38.5 °C durante 2 h en 

oscilación constante. Al finalizar, la solución obtenida se centrifugó a 500 x g durante 10 min, se 

decantó el sobrenadante y el botón celular se sembró 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 antibiótico-antimicótico, 10% de NCS (Newborn Calf Serum, por sus siglas en inglés, 

Biowest, S0750) y 13.6 mg de NaHCO3. Las células se cultivaron durante 7 días 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 realizó un pasaje celular 

que consistió en retirar el medio de cultivo y lavar dos veces con 1 mL de DPBS, después se adicionó 

1 mL de Tripsina (0.05/0.05% de Tripsina-Verseno, In Vitro, S.A., CDMX, México) a la caja de 

cultivo y se incubó por 5 min o hasta que las células se despegaron completamente. Después, se 

adicionó 1 mL de DMEM-S para inactivar la acción de la tripsina, la suspensión de células se colocó 

en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL y se centrifugaron a 500 x g por 5 min. Se decantó el 

sobrenadante y el botón celular se resembró 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 4º pasaje 

celular, los fibroblastos fueron criopreservados de acuerdo con la técnica reportada por Navarro-

Maldonado et al. (2015). 
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8.5.3. Criopreservación de fibroblastos 

Se retiró el medio de cultivo a los fibroblastos y se lavaron con DPBS, siguiendo el mismo 

método que para los pasajes celulares hasta obtener el botón celular, el cual se resuspendió en 1 mL 

de medio de congelación de células (DMEM, 20% SFB, 10% de DMSO; In Vitro S.A., CDMX, 

México) y se congelaron a -80 ºC por 24 h, después se almacenaron en tanques en nitrógeno líquido 

(-196 ºC) hasta el momento de su utilización. 

8.5.4. Maduración 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 solución salina a base de 0.9% de NaCl a 

38 °C. Una vez en el laboratorio, los folículos ováricos de 2 a 8 mm de diámetro se aspiraron con una 

aguja calibre 18 y una jeringa de 10 mL que contenía medio TCM-199 con Hepes (In Vitro S. A., 

CDMX, México) y suplementado con heparina (100 UI mL-1). El líquido folicular aspirado se colectó 

en un tubo de fondo cónico de 15 mL, el cual se mantuvo a 38 ºC, después se pasó a través de un 

filtro para células (100 μm, Biologix, Shandong, China) para separar los COC del resto del líquido 

folicular. Los COC se seleccionaron con base en su morfología y el número 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 maduración in vitro (MIV), a base de TCM-199 (In Vitro S.A., CDMX, México) 

suplementado con cisteína (1.675x10-04 g mL-1), alcohol polivinílico (0.001 g mL-1), D-glucosa 

(5.496x10-04 g mL-1), piruvato de sodio (1x10-04 g mL-1), 10% de FCS, eCG (5 UI mL-1; Gonaforte 

Parfarm S.A., CDMX, México), FSH recombinante (0.1 UI mL-1; Gonal-F Merck, Darmstadt, 

Alemania), EGF (10 ng mL-1) y antibiótico-antimicótico (2%). Los COC se incubaron durante 20-21 

h bajo las condiciones antes mencionadas. 

8.5.5. Clonación manual de embriones  

La HMC de embriones se llevó a cabo según lo descrito por Vajta et al. (2001 y 2006) con 

algunas modificaciones (Vazquez-Avendaño et al., 2017; Hernández Martínez, et al. 2020). Una vez 

completada la MIV, los COC con las células del cumulus expandidas se colocaron en un tubo de 

microcentrífuga de 1.5 mL con 500 μL de hialuronidasa (0.5 mg mL-1 en TCM-199 con Hepes) por 

8 min en incubación y los ovocitos se denudaron de las células del cumulus, por pipeteo suave con 

micropipeta (200 μL). Los ovocitos libres de ZP se colocaron en medio T2 (TCM-199 al 2% de NCS) 

y bajo el microscopio estereoscópico (Olympus, SZ61, Tokyo, Japón) 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 µg mL-1) por 1 h bajo las condiciones antes 

mencionadas. 

8.5.5.1. Preparación de los citoplastos 

Sobre la tapa de una caja de Petri (60 mm), se colocaron gotas de 30 µL de T2, T10 (TCM-

199 al 10% de NCS), T20 (TCM-199 al 20% de NCS) y de pronasa (2 mg mL-1 en T10). Las gotas 

se cubrieron con aceite mineral y en esta caja se obtuvieron los citoplastos. Una vez finalizada la 

incubación en demecolcina, los ovocitos se pasaron al medio T2, después a la pronasa por 5 min a 38 

ºC, o hasta que la ZP fuera digerida por completo. Inmediatamente después, los ovocitos se colocaron 

en el medio T20 para inactivar la acción 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 

estereoscópico. Para enuclearlos, los ovocitos se acomodaron en las gotas de manera que la extrusión 

de la placa metafásica y del CP quedaron orientados a las 9 h, de acuerdo con las manecillas del reloj 

(Figura 6A). Después se cortó la porción del citoplasma con el material genético del ovocito y los 

citoplastos así obtenidos, se colocaron en medio T20 para que recuperaran su forma esférica (Figura 

6B). 

 

Figura 6. Enucleación de ovocitos en MII. A) Alineación de ovocitos para su enucleación. En la parte 

superior derecha se observa a detalle la orientación de la extrusión de la placa metafásica a las 9 h 

(flecha). B) Obtención de citoplastos por enucleación de ovocitos en MII, en la parte superior derecha 

se observa a detalle un citoplasto junto a la porción de citoplasma que contiene la placa metafásica 

(flecha). Aumento 45X. Barra de escala (100 µm). 
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8.5.5.2. Formación y fusión de tripletes 

Sobre la tapa de una caja de Petri (35 mm) se colocaron gotas de 15 µL de T20, 

fitohemaglutinina (5 mg mL-1 en TCM-199 con Hepes), T2 y medio de fusión (0.3 M de D-manitol 

y 1 mg mL-1 de alcohol polivinílico, 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 fusión y se 

alinearon en el electrodo positivo de una cámara de fusión (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 aumentó la AC a 9 V y los tripletes se 

fusionaron a través de un solo pulso de 2 kV/cm de corriente directa (DC) por 9 µseg, después se 

disminuyó la AC a 0 V. Los tripletes se colocaron en medio T20 para que formaran una sola célula 

(Figura 7C), mientras tanto, se repitió el proceso de fusión 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 reprogramación nuclear del carioplasto 

(Vajta et al., 2006). 

 

Figura 7. Fusión de tripletes. A) Sistema de fusión montado sobre un microscopio estereoscópico. B) 

Triplete celular alineado al electrodo positivo de la cámara de fusión. C) Reconstrucción de embriones 

clones después de la fusión, se puede apreciar diferentes progresos de la fusión de tripletes (triplete 

sin fusionar: flecha larga; triplete parcialmente fusionado; flecha corta; triplete completamente 

reconstituido: cabeza de flecha). Aumento 45X. Barra de escala (200 µm). 

 

8.5.5.3. Activación 

Las células fusionadas se trataron con una solución de ionóforo de Ca2+ A23187 (8 µg mL-1) 

en T2 por 5 min bajo condiciones de incubación. Después se lavaron en T20 (3 lavados por 3 min). 

Finalmente, se incubaron individualmente en gotas de 2 µL de medio de desarrollo embrionario 
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(Cleavage) con 6-DMAP (2 mM) por 4 h. Finalizado el tiempo de incubación, 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 consistió en hacer 

micropozos con un punzón, dentro de una celda de una caja de 4 pozos y en cada uno de éstos se 

depositó un embrión (Figura 8). El medio de desarrollo embrionario fue Cleavage y al día 4 se 

cambiaron a medio Blastocyst (Cook Medical, Bloomington, EUA) y se cultivaron por 3 días más 

hasta la etapa de blastocisto. En el grupo experimental al medio Cleavage se le adicionó FO (0.5, 1.0 

y 2.0%) y al medio Blastocyst se le agregó 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) Embrión de 8 células dentro de un micropozo. Aumento 

200X. Barra de escala (100 µm). 

8.6. Producción 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 MII 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, 1.0 y 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. Determinación de especies reactivas de oxígeno (ERO) y glutatión reducido (GSH) 

Se efectuó un análisis cualitativo de los niveles de ERO y GSH en blastocistos de 7 días de 

cultivo, tanto de los embriones clones como partenogenéticos, de cada grupo tratado. Para ello se 

tiñeron utilizando 10 mM de 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceína diacetato (H2DCFDA) 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 solución de DPBS con PVA (1 mg mL-1) y posteriormente se incubaron con H2DCFDA y Cell 

Tracker Blue CMF2HC a 38.5 ºC por 30 min, en condiciones de oscuridad. Finalizado el tiempo, los 

blastocistos se montaron sobre cubreobjetos en solución de IMACEL (In Vitro S.A., CDMX, 

México), se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron con barniz de uñas. Los blastocistos fueron 

observados bajo el microscopio de epifluorescencia y se utilizó un filtro de longitud de onda de 517-

527 nm para observar la fluorescencia del compuesto 2',7'-diclorofluoresceína (DCF) que se produce 

por la oxidación del H2DCFDA, de tal manera que entre más concentración de ROS mayor será la 

intensidad de fluorescencia. Para evaluar el GSH reducido se utilizó un filtro de 466 nm (Nadri et al., 

2022). 

Para el análisis semicuantitativo se evaluó la intensidad de fluorescencia de los embriones 

teñidos, para lo cual se tomaron fotografías y se procesaron con el programa ImageJ de igual manera 

que las imágenes de Western Blot. 

8.7.2. Tinción de núcleos con DAPI 

Los blastocistos expandidos al día 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 

paraformaldehído (4%) por 24 h a 8 ºC. Al día siguiente, se permeabilizaron con Tritón X-100 (0.2%; 

Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) por 20 s y a continuación se incubaron con una solución (1 

µg/mL) de 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Los blastocitos se lavaron en TCM-199 con 

Hepes y BSA (3mg mL-1) y se montaron sobre portaobjetos con solución de IMACEL, se cubrieron 

con cubreobjetos y se sellaron con barniz de uñas. Los embriones se evaluaron bajo microscopio de 

epifluorescencia equipado con un filtro de longitud de onda de 460 nm para determinar el número de 

núcleos (Nadri et al., 2022). 

8.8. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron expresados como promedio ± error estándar (E.E.). Para 

determinar diferencias significativas entre las intensidades de color de las bandas de las muestras de 

FO y FU, se hizo un análisis de t-Student. La comparación entre las medias de las diferentes etapas 

del desarrollo embrionario, así como la media de la intensidad relativa de la fluorescencia de ERO y 

GSH, se analizó mediante una prueba de ANOVA de una sola vía. Para evaluar la posible relación 

entre ERO y GSH, se utilizó la prueba de correlación de Spearman. Las diferencias en todos los 

parámetros fueron consideradas significativas a un nivel de P<0.05. Para el análisis estadístico se 

utilizó el programa GraphPad Prism (versión 9.5.1, Boston, EUA). 
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9. RESULTADOS 

9.1. Evaluación del volumen, osmolaridad y concentración total de proteínas de los fluidos 

reproductivos (FO y FU) 

Se recuperaron volúmenes de 135 µL (3.2  1.5) de FO del metaestro temprano y 170 µL 

(17.0  0.5) de FU del metaestro tardío de la fase lútea del ciclo estral de la oveja. La osmolaridad 

para el FO fue de 343  20.8 mOsm kg-1, mientras que para el FU fue de 280  96.2 mOsm kg-1. La 

concentración total de proteína del FO fue de 71.9  23.8 g L-1, mientras que la del FU fue de 21.8  

1.1 g L-1. 

9.2. Patrón de distribución de proteínas en los fluidos reproductivos (FO y FU) 

En la Figura 6 se observa el patrón de distribución de proteínas 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 específicas del FO y ocho bandas solo se presentaron 

en el FU. También se puede observar 11 bandas de proteínas 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 común entre las muestras de FO y FU 

(Figura 7 y Tabla 5).  

 

Figura 6. Patrón de distribución de las proteínas 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 (señaladas 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 

que se presentan de manera alternada en las muestras de FO (señaladas con puntas de flecha). 
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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 proteínas de los FO y FU. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FO: Fluido oviductal. FU: Fluido uterino. Peso molecular (PM), kiloDalton (kDa). 

 

 

 

 

 

 

No. de 

Bandas 

Especificas del FO Especificas del FU En común 

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   
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9.3. Identificación de las proteínas más abundantes en los FO y FU 

El patrón de distribución de las proteínas del FO y FU (Figura 6), muestra diferentes tipos de 

proteínas, algunas de éstas son específicas para el FO y el FU, o comunes para ambos. Por lo tanto, 

se identificaron por Western Blot algunas proteínas que desempeñan un papel importante en el 

desarrollo embrionario, en donde las proteínas OVGP1, HSP70 y Ezrin se encontraron presentes en 

la mayoría de los FO y FU (Figura 8a). Sin embargo, dichas proteínas están en mayor concentración 

en el FO que en el FU (Figura 8b). 

 

Figura 8. Presencia de proteínas OVGP1, HSP70 y Ezrin en muestras de fluido oviductal y uterino 

de oveja. a) Western Blot para la identificación de las proteínas de interés en muestras de FO (FO-1 

al FO-8) y FU (FU-1 al FU-3), se utilizó β-actina como control positivo de la técnica. b) Evaluación 

de la concentración de OVGP1, HSP70 y Ezrin entre las muestras de FO y FU. ***(P≤0.0005), 

****(P=0.0001). 

 

9.4. Resultados generales de MIV, enucleación, fusión y embriones reconstruidos 

A partir de 632 ovarios de ovejas criollas colectados de rastro, se obtuvieron por aspiración 

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 clonación (Tabla 6).  
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Tabla 6. Obtención y MIV de ovocitos 

Exp. COC 
Ovocitos 

No denudados Dañados Sin CP Con CP 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 71.1 

6 211 0 94 30 87 74.4 

7 240 15 32 54 139 72.0 

Total 1417 24 508 200 685  

X ± E.E 202.4 ± 11.8 3.4 ± 2.2 72.6 ± 15.9 28.6 ± 6.2 97.9 ± 9.7 77.9 ± 3.4 

Se realizaron 7 repeticiones. El porcentaje de MIV se obtuvo a partir del los ovocitos con y sin CP, 

sin considerar a los ovocitos dañados y no denudados. 

Dentro de la técnica de clonación manual se encuentra la obtención de citoplastos que serán 

los receptores citoplasmaticos de la células somáticas. Se utilizaron 684 ovocitos madurados (CP) 

para la obtención de citoplastos, de los cuales 624 (91.2%) presentaron extrusión de la placa 

metafásica 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 obtención de citoplastos, fusión de tripletes y embriones reconstruidos 

Exp. 

Ovocitos Citoplastos 

reconstituidos 

n (%) 

Tripletes 

fusionados 

n (%) 

Embriones 

reconstruidos 

n (%) 
Con CP 

n 

Enucleados 

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 ± E.E 97.7 ± 9.7 89.1 ± 7.8 70.6 ± 7.4 34 ± 3.6 31.4 ±3.8 

Se realizaron 7 repeticiones. Los ovocitos con CP y extrusión de la placa metafásica por acción de la 

demecolcina fueron enucleados para la obtención de citoplastos. El porcentaje de tripletes fusionados 

se obtuvo teniendo en consideración que por cada triplete se utilizaron dos citoplastos.  
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9.5. Efecto de los FO y FU en el desarrollo in vitro de embriones partenogenéticos y clones 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el desarrollo embrionario de 

los embriones partenogenéticos tratados con 0.5 y 1.0% de FO y FU con respecto al grupo testigo 

(Tabla 8). Si bien se observó que en la concentración de 2% hubo mayor tasa de embriones en etapa 

de 4 a 16 células en comparación con el grupo testigo (100 vs. 31.8%, P>0.05), estos no continuaron 

su desarrollo a etapa de blastocisto (Tabla 8), por esta razón no se utilizó esta concentración 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 
n 

Etapas del desarrollo embrionario (media ± E.E) Fragmentados 

(media ± E.E) Segmentados 4-16 células Mórulas     Blastocistos 

0.0 140 116 (81.6 ± 3.6)a 40 (31.8 ± 4.9)a 62 (52.7 ± 8.1)a 50 (44.9 ± 7.5)a 14 (18.6 ± 8.6)a 

0.5 132 107 (81.1 ± 4.0)a 49 (45.4 ± 6.5)a 52 (46 ± 6.7)a 34 (35.7 ± 5.7)a 6 (10.3 ± 4.8)a 

1.0 129 95 (71.5 ± 6.1)a 31 (37.6 ± 10.9)a 55 (54.9 ± 12.6)a 28 (28 ± 4.0)a 9 (9.3 ± 3.9)a 

2.0 55 41 (67.3 ± 12.5)a 41 (100)b 0b 0b 0a 

Se efectuaron seis repeticiones en cada tratamiento. La tasa de segmentación se determinó a las 36 h 

de cultivo in vitro. La tasa de embriones en las etapas de 4-16 células, mórulas y fragmentados se 

determinó a las 96 h. La tasa de blastocistos se determinó a las 168 h. Literales diferentes (a,b) dentro 

de una misma columna, significan diferencias estadísticas (P<0.05). 

 

Tampoco se observaron diferencias estadísticamente 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 observó 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). Sin embargo, se observó una disminución en la tasa de embriones en etapas de mórula 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. 

% 

FO-FU 
n 

Etapas del desarrollo embrionario (media ± E.E) 
Fragmentados 

(media ± E.E) Segmentados 4-16 células Mórulas Blastocistos  

0.0 78 76 (97.1 ± 2.9)a 20 (27.9 ± 8.0)a 37 (47.3 ± 9.2)a 21 (28.1 ± 5.5)a 19 (24.8 ± 3.7)a 

0.5 76 75 (99.1 ± 0.9)a 28 (36.8 ± 9.4)a 34 (45.1 ± 6.5)a 15 (21.2 ± 4.1)a 13 (18.1 ± 4.7)a 

1.0 66 66 (100)a 41 (62.1 ± 7.0)b 18 (27.1 ± 7.0)b 5 (7.7 ± 3.0)b 7 (10.9 ± 4.0)a 
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Se efectuaron siete repeticiones en cada tratamiento. La tasa de segmentación se determinó a las 36 

h de cultivo in vitro. La tasa de embriones en las etapas de 4-16 células, mórulas y fragmentados se 

determinó a las 94 h. La tasa de blastocistos se determinó a las 168 h. Literales diferentes (a,b) dentro 

de una misma columna, significan diferencias estadísticas (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 

9 y 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 concentración, 

ambas variables presentaron una correlación 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 mencionó anteriormente, a 2% de FO y FU, no hubo desarrollo de blastocistos en 

los embriones partenogenéticos.  

 

Figura 9. Evaluación de ERO y GSH en embriones partenogenéticos de O. aries tratados con FO y 

FU. Se observan fotografías 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 µm). 

 

 

Figura 10. Análisis 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 

correlación 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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Figura 11. Evaluación de ERO y GSH en embriones clones de O. aries. Se observan fotografías 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 µm). 
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10. DISCUSIÓN  

La transferencia nuclear de células somáticas tiene un gran potencial en la propagación de animales 

con características genéticas y fenotípicas de interés productivo, ecológico o biomédico. Sin embargo, 

su aplicación práctica ha sido limitada debido a factores intrínsecos de la propia técnica (Simmet et 

al., 2021), que propician alteraciones a nivel genético y epigenético desde el comienzo del desarrollo 

embrionario preimplantacional, y continúan 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 fisicoquímicas de los FO y FU (volumen, osmolaridad, concentración total de proteínas 

y patrón de distribución de las proteínas). Posteriormente, se identificó la presencia de las proteínas 

OVGP1, HSP70 y Ezrin. Finalmente, se evaluó el efecto de la suplementación de FO y FU durante 

el cultivo in vitro de embriones clones de ovino. 

10.1. Evaluación del volumen, osmolaridad y concentración total de proteínas 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 tardía del metaestro, respectivamente. Las etapas se eligieron 

con base al transito del embrión 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 

que de FO, lo cual puede estar relacionado con el tamaño de los órganos de procedencia. En otros 

estudios, se analizó 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 

volúmenes superiores de FO y FU en comparación con los obtenidos en nuestro estudio; con 100 a 

1,630 µL para FO (Perkins et al., 1965; Restall, 1966b; Iritani et al., 1969; Roberts et al., 1976) y 480 

a 5,210 µL para FU (Iritani et al., 1969). Estos volúmenes dan cuenta de la intensa actividad secretora 

del oviducto y del útero, los cuales pueden estar influenciados por el sistema de recuperación, así 

como también por la acción hormonal. Por su parte, Iritani et al. (1969), observaron que a los dos 

días posteriores al estro, tanto el oviducto como el útero presentan una mayor actividad secretora, lo 

cual confirma que existen factores relacionados con la modulación del patrón secretor de los fluidos 

de estas regiones anatómicas. Además, existen otros factores que influyen en el volumen secretado 

de FO y FU; por ejemplo, la edad, raza y si las hembras son pre púberes, nulíparas o multíparas. 

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

va a depender de la concentración de solutos disueltos, tales como: sales inorgánicas, aminoácidos, 
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proteínas, entre otros componentes, porque estarán en contacto directo con los gametos y embriones 

en desarrollo, los cuales requieren de condiciones específicas de osmolaridad. El rango de variación 

de la osmolaridad oviductal y uterina, entre las diferentes especies domésticas es estrecho; por 

ejemplo, en la vaca, se ha reportado una osmolaridad de 350 a 353 mOsm kg-1 (Olds y Vandemark., 

1957), en la cerda es de 318 a 320 mOsm kg-1 (Li et al., 2007) y en la oveja se ha reportado una 

osmolaridad de 316 mOsm kg-1 para el FO y de 349 mOsm kg-1 para el FU (Wales, 1973). El valor 

obtenido en este estudio para el FO (343 mOsm kg-1) es diferente a lo reportado para FO, pero similar 

para el FU. También es diferente el valor obtenido para el FU (280 mOsm kg-1) a lo reportado; sin 

embargo, este último valor está dentro del rango normal para un sistema fisiológico. Esta variación 

en la osmolaridad del FU, probablemente se debió a la manipulación 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 concentración total de proteína presente en el FO fue mayor (71.9 g L-1) a lo 

reportado en otros estudios con concentraciones de 37.8 y 38.7 g L-1 (Itze-Mayrhofer y Brem, 2020; 

Zhao et al., 2022). La concentración total de proteína del FU (21.8 g L-1) fue similar a lo reportado 

por otros autores (25.16 a 27.46 g L-1) (Yahia et al., 2013; Tripathi et al., 2016). Se ha descrito que 

la concentración total de proteína del FO puede estar influenciada por una condición de estrés 

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

10.2. Patrón de distribución de proteínas en los fluidos reproductivos (FO y FU) 

En una primera evaluación, se determinó el patrón de distribución de las proteínas presentes 

en las muestras de FO (20 bandas) y FU (14 bandas), así 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 evaluación hubo diferencias en el patrón de distribución de las proteínas presentes entre las 

muestras de FO y FU, observándose un mayor número de bandas para el FO, lo cual denota una 

mayor complejidad en su composición proteica. No obstante, otros estudios han identificado más 

proteínas en el FU que en el FO (827 vs. 624), la mayor parte de estas proteínas (585) se presenta en 

ambos fluidos (Soleilhavoup et al., 2016). 

10.3. Identificación de las proteínas en los FO y FU 

El Western Blot permitió identificar las 3 proteínas: OVGP1, HSP70 y Ezrin, descritas en la 

literatura como parte de las principales proteínas 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 proteína sintetizada y secretada exclusivamente por las células no ciliares del epitelio 

oviductal, con peso molecular de entre 90 a 95 kDa para la mayoría de los animales domésticos; en 
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los rumiantes, presenta un peso de entre 57.23 a 57.75 kDa, esta variación es atribuida al grado de 

glicosilación de la proteína (Pradeep et al., 2011; Zhao et al., 2022). 

Por otra parte, la HSP70 pertenece a una familia de proteínas “chaperonas” con peso 

molecular de 70 kDa que cumplen una amplia variedad de actividades de mantenimiento celular, así 

como también para contrarrestar los efectos ocasionados por el estrés, tales como: prevenir la 

agregación de proteínas, la separación de agregados proteínicos, el repliegue de proteínas 

desnaturalizadas y la degradación de proteínas defectuosas (Rosenzweig et al. 2019).  

En cuanto a Ezrin, es una proteína de un peso molecular de 87 kDa que funciona como un 

conector de microfilamentos de la membrana plasmática, la cual se encuentra distribuida en las 

microvellosidades, pliegues de la membrana plasmática y otras áreas de ésta, con una morfología 

particular (Xu et al. 2023). 

En el presente estudio, la OVGP1 se encontró en mayor cantidad en las muestras de FO, lo 

cual está 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 lútea del ciclo estral de la oveja, mediante 

cromatografía líquida a nanoescala acoplado a espectrometría de masas en tándem. Los autores 

determinaron que la OVGP1 es la principal proteína del FO durante el estro. Por el contrario, la 

OVGP1 se presentó 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 vesículas extracelulares obtenidas del 

lumen uterino de ovejas son positivas a OVGP1 (Burns et al., 2014). 

La OVGP1 es una proteína que juega un papel preponderante durante la fertilización, ya que 

regula la polispermia al endurecer la ZP (Bragança et al., 2021). También se ha reportado que 

aumenta la tasa de segmentación de mórulas y blastocistos en cabras (Pradeep et al., 2011). Además, 

mediante inmunohistoquímica se ha detectado la interacción de la OVGP1 con embriones bovinos en 

etapas de 4-8 células y en mórulas, encontrándose presente en el espacio perivitelino y dentro de los 

blastómeros, no así en la ZP (Banliat et al., 2020). 

En cuanto a la proteína HSP70, se observó 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 día 16 del ciclo estral, no así en ovejas al día 16 de 

gestación (Köch et al. 2010). Por otra parte, se han identificado microvesículas del lumen uterino 

positivas a HSP70, tanto en ovejas ciclando como gestantes al día 14 (Burns et al., 2014). 

Como se había mencionado, la HSP70 desempeña actividades para contrarrestar los efectos 

del estrés; por ejemplo, bajo temperaturas subóptimas del cultivo in vitro (37 y 40 ºC), la HSP70 se 

sobreexpresa tanto en los ovocitos como en las células de la granulosa (Pöhland et al., 2020). También 

se ha reportado en bovinos observándose que, si se inhibe la función de la HSP70 durante el cultivo 
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de embriones de 2-células a temperatura fisiológica (38.5 ºC), se reduce el porcentaje de blastocistos. 

Ello denota la importancia de la HSP70 en la función celular y no sólo en lo relacionado con el estrés 

calórico (Romero y Hansen, 2002). 

Finalmente, la proteína Ezrin se encontró 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 días de gestación de la oveja (Köch et al., 2010; Romero et 

al. 2017).  

Xu et al. (2023) realizaron una revisión sobre la función de la proteína Ezrin desde un enfoque 

reproductivo, mencionando su importancia durante los cambios que ocurren en el epitelio uterino a 

lo largo del ciclo estral. Además, mencionan la participación de Ezrin para inducir la polarización de 

los embriones preimplantacionales, así como también en los procesos de migración celular e invasión 

durante la implantación del embrión y la embriogénesis. 

10.4. Efecto del FO y 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 división entre las diferentes concentraciones de FO y 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 concentración más baja de 0.5% de FO y FU no se observó efecto alguno en el desarrollo 

de los embriones partenogenéticos ni en los clones. No obstante, a la concentración de 1.0% de FO y 

FU, disminuyó el porcentaje de embriones clones en las etapas más avanzadas del desarrollo (mórula 

y blastocisto), y este mismo efecto se exacerbó a la concentración 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 14 y 28 

μg mL-1 de FO adicionado al medio PZM-5, aumentó significativamente el porcentaje de blastocistos 

(27 y 26%, respectivamente) con respecto al grupo testigo (14%). Pero a concentraciones más altas 

(56 y 100 μg mL-1) no se observó efecto alguno. 

En este estudio se evaluó la concentración de proteína de las muestras de FO y FU, por lo 

cual, se puede determinar la concentración de proteína que se suplementó para cada concentración 

porcentual. Para 0.5, 1.0 y 2% de FO se utilizó en promedio 359.5, 719 y 1438 μg mL-1 de proteína, 

respectivamente; mientras que para 0.5, 1.0 y 2.0 % de FU se suplementó 109, 218 y 436 μg mL-1 de 

proteína, respectivamente. 
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Si comparamos estas concentraciones con las empleadas por Zhang et al. (2009), se puede 

apreciar que la concentración de 0.5, 1.0 y 2.0% de FO fueron 3.5, 7.1 y 14.3 veces mayor que la 

concentración más elevada (100 μg mL-1) que utilizaron, la cual no tuvo efecto sobre el desarrollo 

embrionario. No obstante, la concentración de 0.5% de FU (109 μg mL-1) fue la más 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 tóxico a los embriones partenogenéticos y clones, debido a la 

generación de amonio como producto del metabolismo de las proteínas (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 bloquearon su desarrollo desde las primeras divisiones a 2.0% de 

FO y FU (62.1%). 

Por otra parte, Lopera-Vasquez et al. (2017) evaluaron el efecto de diferentes concentraciones 

de FO (0.625, 1.25 y 2.5%) en el desarrollo de embriones de bovino producidos por FIV, observando 

que el porcentaje de blastocistos al día 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 día 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 día 7 de cultivo. Sin embargo, los embriones no 

se cultivaron más allá de este tiempo para observar su efecto en los días posteriores. 

Como se observó en el presente estudio, el FO contiene elevadas concentraciones de las 

proteínas OVGP1, HSP70 y Ezrin en comparación con el FU. Si consideramos que para los grupos 

de 0.5, 1.0 y 2.0% de FO se agregaron concentraciones de 359.5, 719 y 1438 μg mL-1 de proteína, asi 

también de las proteínas identificadas. Se ha descrito que la suplementación de OVGP1 a 

concentraciones elevadas (50 y 100 μg mL-1) 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 μg mL-

1) de OVGP reconbinante durante la FIV y los primeros 3.5 días del cultivo in vitro de embriones en 

bovinos, pero no así, cuando se utiliza de forma separada en cada paso. Los autores llegan a la 

conclusión que la suplementación 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 inhibición 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 proteína 

presente en cada una de las concentraciones porcentuales, como lo han reportado otros autores 

(Pradeep et al., 2011; Algarra et al., 2018). Además la reducción 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 conversión de morulas a blastocitos, la tasa de blastocistos y los parametros morfo-

fisiológicos (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 más suceptibles a los cambios en la concentración de proteínas 

y la interacción 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 características de tales fluidos que estarán condicionadas por variables 

intrínsecas a su obtención, tales como el origen de los fluidos, si son colectados in vivo o post mortem, 

si son post mortem el tiempo de obtención de las muestras, el método de recuperación, que puede ser 

por presión mecánica con fórceps, por compresión con portaobjetos, por aspiración con pipeta 

automática, por raspado con cureta o mediante lavado con solución fisiológica (Velazquez et al., 

2010; Itze-Mayrhofer y Brem, 2022). 

Dependiendo del método de recuperación, 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 centrifugación (Velazquez et al., 2010). 

Otra variable por considerar es, si los fluidos están puros y concentrados o diluidos, lo cual 

es importante ya que la mayoría de los estudios realizan una suplementación porcentual (v/v), sin 

considerar la concentración de sus componentes que pueden variar de una muestra a otra y no ser 

reproducibles. Lo más objetivo sería suplementarlos con base a su concentración (mg mL-1). 

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 observó que los blastocistos partenogenéticos cultivados con 1.0% 

de FO y FU disminuyeron significativamente la concentración de ERO, así como también la de GSH. 

Este resultado está acorde con lo reportado por otros estudios, en donde las concentraciones de ERO, 

así como la expresión 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 proteínas, de las 

cuales el 4% están relacionadas con procesos de óxido-reducción (Soleilhavoup et al., 2016) y el 5% 
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con estrés oxidativo (Köch et al., 2010). Algunas de las proteínas más abundantes del FO en la fase 

lútea son la ceruloplasmina y lactotransferrina, mientras que en el FU son la peroxirredoxina-1 y la 

glutatión S-transferasa (Köch et al., 2010; Soleilhavoup et al., 2016). Estas proteínas forman parte 

del sistema antioxidante no enzimático 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 concentración de GSH intracelular para contrarrestar 

las ERO y, por consecuencia, también disminuyeron los niveles de GSH cuando se adicionó 1.0% de 

FO y FU. 

En los embriones clones no se observó un efecto de las diferentes concentraciones de FO y 

FU sobre los niveles de ERO y GSH. Además, los niveles de ERO fueron similares entre los 

embriones clones y partenogenéticos, a pesar de la intensa manipulación a la que fueron sometidos al 

ser expuestos a una elevada concentración de oxígeno, a cambios de temperatura y a la exposición a 

la luz; factores que son generadores de ERO (Soto-Heras y Paramio, 2020; Deluao et al., 2022). Por 

otra parte, también llama la atención que los niveles de GSH fueron diferentes entre los dos tipos de 

embriones, cerca de un 30% más en los embriones clones que en los partenogenéticos. Posiblemente 

esto se debió a que, por cada embrión clon, se utilizaron dos citoplastos, los cuales conservaron 

alrededor del 70% del volumen inicial de citoplasma después de la enucleación. Por lo tanto, cada 

embrión clon tuvo cerca de un 40% más de citoplasma que los embriones partenogenéticos, lo cual 

pudo aumentar la concentración intracelular de GSH y mantener en equilibrio los niveles de ERO en 

ellos.  

Se ha descrito que, al aumentar el volumen citoplasmático de los embriones clones, se mejora 

su calidad y potencial de implantación, debido a la adición de mitocondrias y otros factores 

citoplasmáticos que ayudan a la reprogramación nuclear (Panda et al., 2011; Liu et al., 2018; Raja et 

al., 2019), pero no se ha descrito nada respecto a la concentración de GSH intracelular.  

El GSH es un antioxidante no enzimático que se sintetiza principalmente en el citosol (80-

85%), en las mitocondrias (10-15%), y en menor cantidad en el núcleo y el retículo endoplasmático. 

Su acción antioxidante puede ser directa o como cofactor de enzimas antioxidantes y desintoxicantes, 

actúa sobre diversos radicales libres y pro-oxidantes como el peróxido de hidrógeno que es un 

precursor de ERO (Averill-Bates, 2023). 

La presente investigación 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 único en embriones clones de 

ovino generados por HMC ya que, por las características propias de la técnica, los embriones carecen 

de ZP y son más suceptibles al ser expuestos directamente a los componentes del FO y FU que 

embriones con ZP. No obstante, este estudio permitió 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 número de células totales, expresión de genes y regulación 

epigenética. 

11. CONCLUSIONES 

 
El presente estudio permitió determinar las características fisicoquímicas (volumen, 

osmolaridad y concentración total de proteínas), el perfil proteico (patrón de distribución de 

proteínas) y la presencia de las proteínas OVGP1, HSP70 y 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 

tamaño y la superficie del oviducto y el útero. Tanto la osmolaridad como la concentración de 

proteínas fueron mayores en FO que en el FU (1.2 y 3 veces más, respectivamente), valores que están 

dentro del rango descrito para las ovejas. El patrón de distribución de proteínas entre FO y FU fue 

diferente, siendo más complejo en el FO. Las proteínas OVGP1, HSP70 y Ezrin fueron identificadas 

en los FO y FU, encontrándose en mayor concentración en las muestras de FO. 

La suplementación 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 más 

elevadas de 1.0 y 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 

concentración de 0.5% de FO y FU no tuvo efecto alguno en los niveles intracelulares de ERO y 

GSH, mientras que la concentración 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 observó efecto de los fluidos a la 

concentración 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 recuperación, obtenerlos mediante lavados con solución fisiológica y filtrarla antes de 

su utilización. 

- Suplementar los FO y FU en función de la concentración total de proteína, 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 consideración que los embriones clones 

por Handmade cloning carecen de ZP. 

- Además de evaluar el efecto de los FO y FU a nivel morfológico en el desarrollo embrionario, 

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

Solución Bradford 

Para preparar 1L de solución 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 ºC protegiéndolo de la oscuridad. 

 

Reactivo Cantidad 

Azul de Coomassie G-250 100 mg 

Etanol al 95% 50 mL 

Ácido fosfórico 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 solución se coloca en el cartucho 

donde se deja polimerizar el gel.  

 

Reactivo Volumen 

Agua destilada 4.01 mL 

Tris (trisaminometano)-HCl (1.5 M, pH 8.8) 2.5 mL 

Bis-acrilamida (30%) 3.32 mL 

Sodium dodecylsulfate (SDS; 10%) 100 µL 

Persulfato de amonio (10%) 50 µL 

Tetramethylethylendiamina (TEMED) 10 µL 

 

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 solución se coloca sobre el gel de corrimiento y se 

coloca el peine de 10 pozos, se dejar polimerizar. 
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Reactivo Volumen 

Agua destilada 1.52 mL 

Tris-HCl (0.5 M, pH 6.8) 620 µL 

Bis-acrilamida (30%) 3.32 mL 

SDS (10%) 25 µL 

Persulfato de amonio (10%) 25 µL 

TEMED 1.25 µL 

 

Azul de Coomassie 

Para preparar 100 mL de solución, se disolvió 0.1g de azul de Coomassie en una solución de Metanol 

al 50% y Ácido acético glacial al 10%, se filtró y se guardó en un frasco ámbar. 

 

TBS 

Para preparar 1L de TBS (10X) se pesa 24.2 g de Tris-HCl 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 solución stock se prepara la solución de trabajo 

haciendo una disolución 1:10. 

 

TBS-tween 

Se adiciona a 1L de TBS 1X, 1 mL de Tween 20. 
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15. PRODUCTOS DERIVADOS DE LA TESIS DOCTORAL  

15.1 Artículo de revisión 

 



 

 67 

 



 

 68 

 



 

 69 

 



 

 70 

 



 

 71 

 



 

 72 

 



 

 73 

 



 

 74 

 



 

 75 

 



 

 76 

15.2 Artículo bibliométrico 
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15.3 Artículo de investigación 
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