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RESUMEN
La maduracion in vitro de los ovocitos es una técnica importante dentro de la

produccion in vitro de embriones, con esta se pueden generar ovocitos capaces de
ser fertilizados y posteriormente llevar a cabo el desarrollo de un embrién. Dado que
la produccién in vitro de embriones y ovocitos porcinos sigue siendo un proceso muy
ineficiente se han realizado diversos estudios a lo largo de los afios buscando elevar
los porcentajes de maduracién, ya que con un método eficaz de maduracion se
elevaran los porcentajes de obtencion de ovocitos fertilizados.

Las hormonas son una parte importante para la maduracion del ovocito in vitro, ya
que in vivo las hormonas gonadotroficas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH)
son fundamentales en el ciclo estral para el crecimiento y desarrollo final del ovocito.
Dentro de la Medicina Veterinaria las hormonas gonadotropina coridénica equina
(eCG) y gonadotropina coriénica humana (hCG) son comunmente utilizadas para el
control del ciclo estral de diversas especies animales ya que tienen un mecanismo de
accion similar a la LH y FSH. Ambas las podemos encontrar faciimente de manera
comercial solas o en combinacion entre ellas.

En esta tesis se trabajo en la estandarizacién de la metodologia para la maduracion
in vitro de ovocitos de cerda dentro del laboratorio 2 de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan, se recolectaron los ovarios en solucion salina
fisiologica a 34° — 35° C, se procesaron recolectando los ovocitos y sometiéndolos a
un proceso de seleccion con la tincion azul brillante de cresilo e incubandolos en
medio TCM 199 suplementado con PVA 0.1%, glucosa 3.05mM, piruvato de sodio
0.91mM, gentamicina 10ug/ml, EGF a 10 ng/ml y cisteina 0.57 mM por 44 horas a
38.5°C, 5% de CO2, 95% de aire y humedad a saturaciéon con los tratamientos
hormonales, éstos fueron de uso comercial entre los que se encuentran Chorulon®
(hCG) a 10 Ul/ml + Novormon® (eCG) a 10 Ul/ml, Merional® (hMG) 26 pl/ml, PG600®
(eCG y hCG) a 10 Ul/ml y PG600® (eCG y hCG) a 10 Ul/ml + Chorulon® (hCG) a 5
Ul/ml.

Se obtuvieron diferencias significativas en la etapa de Meiosis | con respecto a los
tratamientos 2 y 3 (Merional® y PG600® respectivamente); el Merional® obtuvo
porcentajes mayores en esta etapa, sin embargo se obtuvieron bajos indices de
maduracién con respecto a la literatura en los diversos tratamientos. No hubo
diferencias significativas entre los demas tratamientos en las distintas etapas, dejando

asi un antecedente para la metodologia de préximos trabajos.




INTRODUCCION

El cerdo doméstico no solo es una especie ganadera econdmicamente importante, ya
que en México en estados como Jalisco, Sonora y Puebla representa el 48% de la
produccion ganadera (Instituto Nacional de Economia Social [INAES], 2018), sino
también un modelo animal biomédico cada vez mas reconocido debido a sus
similitudes fisioldgicas con los humanos, por lo cual existe un gran interés en los

factores que afectan la produccion eficiente de embriones (Montero et al., 2015).

El manejo reproductivo en las cerdas juega un papel importante en el mantenimiento
de la produccion constante y controlada cuyo principal objetivo es obtener el mayor
numero de lechones destetados por animal, unidad de tiempo y al menor costo posible
(Montero et al., 2015). Mundialmente se requiere seguir mejorando la produccién de
cerdo ya que la demanda de carne y de insumos provenientes del cerdo ha ido en
aumento. La diversidad genética es indispensable para que los ganaderos continuen
con la mejora genética y adaptabilidad de la especie al medio (Food and Agriculture
Organization of the United Nations [FAQO], 2016).

La produccion de embriones porcinos (y por ende la maduracion) ha sido investigada
desde hace 50 afios, en comparacion con otras especies, es un proceso muy
ineficiente con bajas tasas de desarrollo embrionario, por lo tanto, es importante el
desarrollo de técnicas en el laboratorio para la mejora de la eficiencia en la obtencién

de embriones porcinos (Herrick, 2019).

Los métodos de maduracién de ovocitos, fertilizacion y cultivo juegan un papel
extremadamente importante en la forma en que se desarrollaran el embrion, el feto y

la descendencia (Herrick, 2019).

En este estudio se maduraron in vitro ovocitos porcinos en el Laboratorio 2 de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, utilizando como medio de maduracién TCM-199, suplementado con eCG,
hCG, hMG, incubando el medio por 44 horas a 38.5°C, 5% de CO2y 95% de aire.




REVISION DE LA LITERATURA
Maduracion del ovocito

De acuerdo con Sagata (1998), la maduracion del ovocito implica una serie de
procesos que tienen como finalidad la adquisicion de la competencia del ovocito; es
un proceso complejo que se realiza para distinguir a los ovocitos que son capaces de

producir un embrién viable (Tarazona et al., 2010).

El ovocito una vez alcanzado su tamano final, puede considerarse como adulto y esta
preparado para su maduracion. La ruptura de la vesicula germinal es seguida por la
formacién de un huso mitético que emigra al polo germinal, y en un periodo de tiempo
mas o menos largo acontecen las dos divisiones meidticas. La primera reduce los
cromosomas a un numero haploide (n). La segunda, en cambio, es una mitosis del
tipo habitual en lo que respecta a los cromosomas; pero la divisién del citoplasma es
extremadamente inequitativa, y en consecuencia se forman dos diminutos cuerpos

polares que son rechazados al polo animal (Brachet et al., 1976).

Ovogénesis
La ovogénesis es la formacién y maduracion del gameto de las hembras que se inicia

en la etapa embrionaria, se detiene y continua al llegar a la pubertad; es un proceso
en el cual ocurren divisiones mitética y meidtica para llegar a producir un gameto
funcional. En porcinos, este proceso comienza alrededor del dia 18 a 20 de gestacion,
en donde las células germinales primordiales se dividen por mitosis en la cresta
genital y a partir de aqui se forman las ovogonias (Pineda y Dooley, 2003; Hafez y
Hafez, 2002; Jiménez y Merchant, 2003; Krisher, 2013). Una vez que las ovogonias
llegan a la fase final de la interfase y se sintetiza el DNA, inicia la profase meiotica
(dia 47 de la gestacion) y se le considera como ovocito primario. Cuando el animal
nace sigue el crecimiento del ovocito primario y se detiene en diploteno de la profase
| de la meiosis | (Figura 1).

En la primera division el numero cromosémico es mantenido diploide (2n) y
posteriormente se reducira con procesos de division meidtica a la mitad y asi producir
gametos haploides (Hafez y Hafez, 2002; Jiménez y Merchant, 2003; Avalos, 2014).
A medida que el ovocito va madurando, se inician cambios tanto nucleares como

citoplasmaticos que se explicaran mas adelante.
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18-20 dias de
gestacion

47 dias de
gestacion

56-68 dias de gestacion,
formacion de foliculo

Crecimiento
del foliculo

Divisién por
mitosis en cresta
genital

Final de la Interfase, sintesis
DNA, inicio de la profase
meiotica

Nacimiento <

Crecimiento del ovocito y detencion
en diploteno de la profase |

e

Maduracion Folicular

Comienzo de la primera
division meidtica (M)

Expulsion del 1er cuerpo polar |
y detencion en metafase |I

Figura 1. Esquema de ovogénesis. Modificado de Hafez y Hafez (2002), Jiménez y Merchant (2003)

y Krisher (2013).

Maduracién nuclear

Al iniciar la pubertad, por accion de la LH y FSH (oleada de gonadotropinas), los
ovocitos primarios con nucleo en forma de vesicula germinal reactivan la meiosis | e
inicia la primera division meiotica; al proceso de salir de la fase G2 (crecimiento) y

completar la meiosis se le denomina competencia meidtica (Hunter, 2000; Hafez y

Hafez, 2002; Tarazona et al., 2010).

—
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La reactivacion de maduracién de los ovocitos requiere de la activacién de un
complejo proteinico heterodimérico conocido como factor promotor de la fase M o
mitosis (FPM o MPF) que es una proteina quinasa de serina y treonina involucrada
en la regulacion del ciclo celular (Hunter, 2000; Jiménez y Merchant, 2003). Esta
activacion detona una serie de reacciones dando como resultado la ruptura de la
membrana nuclear, condensacion de los cromosomas y formacion del huso (ruptura
de la vesicula germinal y progreso hasta metafase 1), (Hunter, 2000; Tarazona et al.,
2010).

Al final de la primera division meiética, la actividad del FPM decae, pero no hay
cambios reversibles en la estructura nuclear ni reorganizacion de los organelos, por
lo que se sugiere la participacion de otra cinasa diferente para este suceso como las
cinasas activadas por mitégenos (MAP-cinasas), las cuales se han encontrado en la
maduracién de los ovocitos porcinos (Inoue et al.,1995) y son capaces de fosforilar a
sustratos semejantes a los del FPM y evitan que el ovocito entre en una interfase

entre las meiosis | y Il (Hunter, 2000, Jiménez y Merchant, 2003).

Ya que concluye la meiosis | y la anafase |, se continta el proceso a metafase Il de la
meiosis |l para alcanzar el estado haploide una vez que se expulsa el primer cuerpo
polar. Cuando el ovocito se detiene en metafase I, se considera maduro y esta listo
para la fecundacion. Una vez que ocurre la fecundacion se libera el segundo cuerpo
polar (Figura 1). Todos los eventos anteriormente mencionados son vitales para
mantener una fertilizacion exitosa y el desarrollo embrionario temprano (Hunter, 2000;

Jiménez y Merchant, 2003; Tarazona et al., 2010).

Maduracion citoplasmatica
La maduracién citoplasmatica describe los cambios ultraestructurales como sintesis

de diversas proteinas necesarias para el desarrollo, redistribucién de organelos tales
como mitocondrias, granulos corticales, aparato de Golgi y reticulo endoplasmico, que
tienen lugar en el ovocito desde la vesicula germinal hasta la etapa de Metafase I
(MIl) y la posesion de la competencia de desarrollo del ovocito (Sun, 2003; Ahmed et
al., 2019). En los ovocitos inmaduros los granulos corticales (GC) presentan una
distribucion uniforme y homogénea en todo el citoplasma, a diferencia de lo observado
en ovocitos madurados in vitro, los cuales presentan una distribucion periférica. Por

ende, los cambios en la distribucién y localizacion de los GC durante la maduracién
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podrian ser utilizados como un importante indicador de la maduracién citoplasmatica
(Luna Fernandez, 2011).

La maduracion citoplasmatica engloba los siguientes procesos: acumulacion de
proteinas y mARN; desarrollo de mecanismos reguladores de calcio; cambios en la
actividad en el factor promotor de la maduraciéon (MPF) y proteina cinasa mitogénica

activada (MAPK); y reorganizacion de organelos celulares (Garcia, 2014).

Otros parametros morfoldgicos indirectos considerados para evaluar la maduracién
citoplasmatica incluyen la expansién de las células del camulo, la expulsion del cuerpo

polar y el aumento del espacio perivitelino (Ahmed et al., 2019).

Foliculogénesis

Se define como la formacién de un foliculo maduro o de Graaf a partir de un grupo de
foliculos primordiales, el cual es un proceso altamente dinamico y rapido que ocurre
durante la fase folicular del ciclo estral de la hembra, el cual ocurre simultaneamente
ala ovogénesis (Pineda y Dooley, 2003). El ovario de la cerda tiene una gran cantidad
de células germinales, todas con un gran potencial para convertirse en un foliculo
ovulatorio (Pitzel et al., 2000).

La foliculogénesis es controlada por diversos factores de crecimiento producidos
internamente por el ovocito, como el Factor de Crecimiento de Diferenciacién 9
(GDF9) y la Proteina Morfogenética Osea 15 (BMP15) (Salas, 2014), y externamente
por la accién hormonal de la FSH (Hormona Foliculo Estimulante) (Hafez y Hafez,
2002).

Los ovocitos se rodean de una capa de células planas, las cuales emiten
proyecciones citoplasmaticas hacia éste y establecen uniones comunicantes (GAP),
constituyendo asi un foliculo primordial, el cual permanece inactivo hasta la pubertad
(Salas, 2014; Jiménez y Merchant, 2003); en esta etapa de la foliculogénesis los
foliculos primordiales unilaminares carecen de irrigacion. En porcinos, los primeros
foliculos se forman a partir del dia 56 a 68 de gestacion y se empiezan a desarrollar
a los 75 a 90 dias de la gestacion (Krisher, 2013). Tabla 1.

El nimero de foliculos primordiales que se someten a la foliculogénesis para alcanzar

la etapa madura (foliculo de Graaf) es solo una pequefia fraccion del numero total de
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foliculos existentes (Pineda y Dooley, 2003); al comienzo de cada ciclo, varios de los
foliculos que no sufren atresia crecen y forman una cavidad alrededor del ovocito,
esta cavidad esta llena de liquido folicular. El proceso de atresia incluye apoptosis.
No se sabe cdmo se elige un foliculo para ser el dominante en esta fase folicular, pero
aparentemente se relaciona con la capacidad del foliculo para secretar el estrégeno
necesario para la maduracion final. Las células de la teca interna del foliculo son la
principal fuente de estrogenos circulantes; no obstante, el liquido folicular tiene un alto
contenido de estrogeno y gran parte del mismo proviene de las células de la granulosa
(Barrett et al., 2013). La produccién de estradiol determina cual foliculo adquirira los

receptores de LH necesarios para la ovulacién (Hafez y Hafez, 2002).

Las células de la granulosa forman una barrera de difusidn entre la sangre y el ovocito,
de manera que el foliculo ovarico proporciona al ovocito un medio apropiado para su
alimentacion y maduracion; esto incluye el mantenimiento de una temperatura
intrafolicular, en particular en la etapa preovulatoria (Pineda y Dooley, 2003). En un
inicio, las células de la granulosa son planas, posteriormente se transforman a células
cuboidales y conforme el foliculo va creciendo junto con el ovocito, éstas aumentan
en numero y forman varias capas de células; al final del periodo de crecimiento, el
ovocito se detiene y se encuentra rodeado de células foliculares conocidas como
células del cumulo y formando el complejo ovocitos-células del cumulo (COC’s)
(Hafez y Hafez, 2002; Jiménez y Merchant, 2003; Krisher, 2013).

A medida que crece el foliculo, una capa glucoproteica compleja, que formara la zona
pelucida, se deposita entre la membrana celular y la capa interna de las células de la
granulosa. Los procesos de las células de la granulosa y de la membrana plasmatica
del ovocito mantienen el contacto entre la granulosa y el ovocito. El contacto entre el
ovocito y las células de la granulosa pueden evitar la maduracién del ovocito,
mediante algun factor peptidico, llamado inhibidor de maduracion del ovocito (OMI),
producido por las células de la granulosa el cual mantiene al ovocito en la etapa de
diacinesis de la meiosis. Hasta donde se sabe actualmente, el OMI esta ausente en
el fluido folicular de foliculos ovulatorios ya que el efecto de la LH presumiblemente
bloquea la transferencia de OMI, lo cual permite que la meiosis se reinicie en el

momento de la ovulacién (Pineda y Dooley, 2003).
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Tabla 1. Tiempo de desarrollo de las células germinales femeninas en la cerda. Modificado de
Krisher (2013).

Dia de
Evento o
gestacion
Llegada de células germinales a la génada 18
Quistes de células germinales/Cordones 20-50
ovigeros
Inicio meidtico 47
Formacion del foliculo 56-68
Desarrollo folicular (primera oleada) 75-90
Gestacion completa - 112-114

Desarrollo Folicular

El proceso del desarrollo folicular en la cerda, se puede dividir en dos fases: El
reclutamiento inicial, que se refiere a la activacién de grupos de foliculos pequefios y
medianos (primordiales) presentes en la superficie del ovario que pueden ser
relacionados como foliculos ovulatorios; la siguiente fase es la seleccion, que se
refiere a los pocos foliculos que se desarrollan completamente y ovulan, la mayoria
de los foliculos se atresian antes de la ovulacién (Fernandez Reyes et al., 2010;
Williams et al., 2010; Krisher, 2013).

Los foliculos en crecimiento (foliculo secundario o preantral) son foliculos que han
abandonado la etapa de reposo como foliculos primordiales y que han comenzado a
crecer, se caracterizan por desarrollar dos o0 mas capas de células de la granulosa
que rodean al ovocito (Pineda y Dooley, 2003). Este foliculo es dependiente de

gonadotropinas.

El foliculo terciario (foliculo antral o foliculo vesicular) se caracteriza por la presencia
del antro folicular; las células de la granulosa se agrupan periféricamente en la parte
interior de los foliculos. Los foliculos de Graaf son foliculos en los cuales el antro es
claramente visible; las células del tejido conectivo circundante se diferencian como

teca interna y teca externa (Pineda y Dooley, 2003).

Al inicio del ciclo estral hay aproximadamente 50 foliculos pequefios (de 2 a 5 mm de

diametro), de los cuales, de 10 a 25 se encuentran en fase folicular (Pitzel et al., 2000).
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Ovulacion

Es la liberacion de ovocitos a través de la superficie del ovario mediante la ruptura de
los tejidos que le rodean. Se da una vez que el foliculo alcanza el tamafo ovulatorio
ideal y se desencadena por un aumento subito de gonadotropinas (principalmente
LH) inducido por estrégenos, generalmente se presenta 24 horas previas a la

ovulacion (Krisher, 2013).

En las hembras porcinas, los foliculos preovulatorios alcanzan un tamarfio entre 8 y
12 mm; los foliculos destinados a ovular reciben un mayor volumen de sangre (Pitzel
et al., 2000).

El pico de LH permite el inicio del proceso de luteinizacion en las células de la
granulosa que modifica la secrecién celular de estrogenos a progesterona, también
provoca la secrecion de relaxina y la prostaglandina F2 alfa que alteran la continuidad

del tejido conjuntivo de las capas tecales del foliculo (Krisher, 2013).

La ruptura del foliculo se debe a la desintegracion del tejido conjuntivo por enzimas
hidroliticas dentro de vesiculas en los fibrocitos que alteran la teca junto con la

prostaglandina F2 alfa y la relaxina (Krisher, 2013).

Conforme el foliculo se prepara para la ovulacion, simultdneamente se van
desarrollando una serie de cambios en el ovocito, entre los que destacan la pérdida
de la cohesividad de las células del cumulo, la maduracion citoplasmatica y nuclear,

todo esto con la finalidad de liberar un ovocito maduro listo para la fecundacion.

Hormonas relacionadas a la foliculogénesis y ovogénesis

Las hormonas son productos quimicos sintetizados por tejidos especificos y
transportados por el sistema vascular para actuar sobre otros tejidos a bajas

concentraciones (Klein, 2014).

Los eventos reproductivos en mamiferos son controlados a través de la sintesis de
estrogenos, andrégenos, progesterona, prolactina, oxitocina y especificamente las
relacionadas a la foliculogénesis y ovogénesis, la hormona luteinizante (LH) y la

hormona foliculo estimulante (FSH), las cuales provienen de la adenohipdfisis bajo el
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control de una hormona hipotalamica, hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
(Lozano Duran, 2018; Klein, 2014).

La pubertad en las cerdas se presenta cuando el hipotalamo pierde sensibilidad a la
retroalimentacion negativa de los esteroides ovaricos y una maduracion que le
permite a la cerda manifestar conductas de celo. Estos eventos se inician alrededor
de los 110 dias de edad, dependiendo de la raza y pureza racial de las cerdas (Lozano
Duran, 2018).

Clasificacion

Existen diversas clasificaciones para las hormonas ya sea por su estructura quimica,
su mecanismo de accion, la distancia entre el emisor y el receptor o el tipo de células

que las secretan (Hafez y Hafez, 2002; Klein, 2014).

La clasificacion mas utilizada es por estructura quimica, y con base en ésta las

hormonas se pueden dividir en cinco grupos (Hafez y Hafez, 2002; Klein, 2014):

1. Proteicas o polipeptidicas: Formadas por cadenas largas de péptidos y pueden
estar en combinacién con azucares (glicoproteinas).

Peptidicas: Formadas por cadenas de aminoacidos.

Esteroideas: Derivadas del colesterol.

Acidos grasos: Derivados del acido araquidénico.

o > oD

Aminas o derivadas de aminoacidos: Derivadas de triptéfano o tirosina.
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Tabla 2. Ejemplos de hormonas reproductivas. Modificado de Hafez y Hafez (2003) y
Matamoros (2017).

Hormona Estructura Quimica Secretada por Accion principal
Hormona liberadora de Decapéptido Hipotalamo Liberacion de LH y FSH.
gonadotrofinas (GnRH)
Hormona foliculo Glucoproteina Hipdfisis Hembra: Estimula crecimiento folicular.
estimulante (FSH) anterior Macho: Estimula espermatogénesis.
Hormona Luteinizante (LH) Glucoproteina Hipdfisis Hembra: Estimula ovulacion y luteinizacion
anterior de foliculos ovaricos.
Macho: Secrecidén de testosterona.
Prolactina (PRL) Polipéptido Hipdfisis Promueve lactancia y conducta materna
anterior
Lactégeno Placentario Proteina Tejido Regulacion de los nutrientes maternos
(LP) placentario hacia el feto. Accion de hormona de
crecimiento.
Estrégeno Esteroide 18 Teca interna del = Promueve comportamiento sexual; estimula
carbonos foliculo ovarico | el desarrollo de caracteristicas sexuales
secundarias
Prostaglandina F2 alfa Acido graso Tejidos Provoca contracciones en musculo liso en
insaturado de 20 corporales aparatos gastrointestinal y reproductor.
carbonos Accidn luteotréfica.
Melatonina Derivada del Glandula pineal = Control en el ciclo circadiano de luz-
Triptéfano obscuridad. Induccién del ciclo ovarico de la

oveja e inhibicion del ciclo en yegua

Mecanismo de accidon de las gonadotropinas

La accion de una hormona requiere de la uniéon de ésta a un receptor de la célula
blanco; esto permite que la hormona sea distinguida de las demas sustancias y

activar una respuesta celular (Belfiore y LeRoith, 2018).

Las hormonas pueden ingresar a la célula segun la localizacion del receptor en la
célula blanco, ya sea en la superficie celular (receptores de membrana) o
intracelulares a nivel del nucleo (receptores nucleares). La mayoria de las hormonas
peptidicas se unen a los receptores de membrana, mientras que las derivadas de

aminoacidos y las esteroides usan los receptores nucleares (Belfiore y LeRoith, 2018).

Las hormonas gonadotroficas luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH) son
fundamentales en el eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal, el cual controla el ciclo
estral. Estas hormonas son sintetizadas y secretadas por las células gonadotropas
adenohipofisiarias luego de ser estimuladas por la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), durante todo el ciclo estral la secrecion de gonadotropinas
es pulsatil, los pulsos de LH son de mayor frecuencia en la fase folicular, para
posteriormente disminuir en la fase lutea. La secrecion de FSH ocurre durante la fase
lutea del ciclo, alcanzando una meseta en la fase folicular, previo al pico de LH

preovulatorio. Estas variaciones ocurren debido al efecto estimulador
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(retroalimentacion positiva) e inhibidor (retroalimentacién negativa) que ejercen las
hormonas esteroideas ovaricas, estrogenos y progesterona, sobre el eje hipotalamo-
hipofisario. La accion de las hormonas esteroides sobre el hipotdlamo determina dos
tipos de secrecion de gonadotropinas: “ténica”, manteniendo niveles basales, y
“ciclica”, produciendo un aumento significativo en los niveles de LH y FSH, segun la
fase del ciclo (Adams et al., 2008).

Al comienzo de la fase folicular, los foliculos inmaduros secretan bajas cantidades de
estrogenos que inducen un efecto de retroalimentacion negativa en el hipotalamo e
hipdfisis, provocando la secrecién tonica de FSH y LH. Cuando uno de los foliculos
alcanza la fase preovulatoria, el aumento sostenido de los niveles circulantes de
estrogenos estimula el centro ciclico del hipotdlamo (retroalimentacion positiva)
produciéndose el pico preovulatoria de LH. Este pico desencadena la maduracion final
del foliculo, la ovulacion y la luteinizacién de la estructura folicular y la consecuente

formacion del cuerpo luteo (Hafez, 1987).

Las células de la teca interna poseen numerosos receptores para LH, la cual actua
mediante el cAMP para aumentar la conversion del colesterol en androstenediona;
las células de la granulosa tienen receptores para FSH, la cual facilita su secrecion
de estradiol mediante el cCAMP para aumentar su actividad de aromatasa (Barrett et
al., 2013).

Productos hormonales

La gonadotropina coridnica equina (eCG), también conocida como gonadotropina
sérica de yegua gestante (PMSG), es una hormona placentaria glicoproteica
sintetizada y secretada por células trofoblasticas equinas entre los 40 y 130 dias de
gestacion (Chopineau et al., 1993). La eCG se encuentra circulando en sangre de

yeguas gestantes y no se excreta por orina (Hafez y Hafez, 2002).

En diversos estudios se ha demostrado que la eCG tiene actividades bioldgicas
similares a la FSH y LH, ya que sus subunidades alfa y beta son parecidas a las de
estas hormonas y por lo tanto tiene afinidad para unirse a los mismos receptores,
generando respuestas similares, siendo dominantes las acciones de FSH (Chopineau
et al., 1993; Hafez y Hafez, 2002; Whittemore y Kyriazakis, 2008).
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La eCG fue una de las primeras gonadotropinas disponibles comercialmente y se
utiliza generalmente para sincronizacion de celo en hembras jovenes vy
superovulacion en animales domésticos (mayormente en bovinos), ya que estimula el
desarrollo de foliculos ovaricos (Chopineau et al., 1993; Hafez y Hafez, 2002;
Whittemore y Kyriazakis, 2008).

Productos hormonales que contienen eCG: Novormon 5000® (Virbac, 2019),
Folligon® (MSD Salud Animal, 2020), GonActive® eCG (Virbac, 2020), ECEGON®
(Biogénesis Bago, 2020), Sincro eCG (Ourofino, 2020). En combinacion con hCG se
dispone de: PG600® (MSD Salud Animal, 2020), Fertipig® (Ceva, 2020), Duogestal
(Zoetis, 2020).

La hormona Gonadotropina Coridnica Humana (hCG) al igual que la hormona
luteinizante (LH) son hormonas glicoproteicas heterodiméricas, su subunidad alfa es
similar a la de la LH humana, porcina, ovina y bovina; por esto son consideradas
biolégicamente equivalentes (Hafez y Hafez, 2002; Bildik et al., 2020).

La sintesis de hCG empieza en etapas muy tempranas de la gestacion; es producida
por el sincitiotrofoblasto desde el dia 6 o 7 después de la fecundacién y después de
la implantacion; se puede detectar tanto en sangre como en orina (Merz, 1996; Barrett
et al., 2013).

La hCG se utiliza en la fertilizacion in vitro ya que promueve la supervivencia y la
actividad esteroidogénica del cuerpo luteo al actuar a través de los receptores LH

expresados en las células de la teca y la granulosa del ovocito (Bildik et al., 2020).

Los productos hormonales que contienen hCG son: Chorulon® (MSD Salud Animal,
2020), Gonadotropina Coriodnica (Loeffler, 2020), Gonaforte® (Parfarm, 2020),
Choriomon® (IBSA, 2020), Pregnyl® (Schering-Plough, 2020), Ovidrel® (Merck
Serono, 2020).

La gonadotropina menopausica, postmenopausica humana o menotropina (hMG), es
una hormona obtenida de la orina de mujeres que cursan la menopausia. Al finalizar
la edad reproductiva en la mujer, los ovarios dejan de responder a las gonadotropinas
y su funcion desciende de manera paulatina hasta que desaparecen los ciclos
sexuales (menopausia). Esta falta de respuesta se acompafia de una reduccion en el

numero de foliculos primordiales, por lo que los ovarios ya no secretan suficiente
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progesterona ni estradiol 17 y generan una pequefa cantidad de estrégenos gracias
a la aromatizacion de la androstenediona en los tejidos periféricos. Conforme
disminuye la retroalimentacion negativa de los estrégenos y la progesterona, la
secrecidon de hormona foliculo estimulante aumenta y su concentracion plasmatica se
eleva de manera considerable, mientras la concentracién de hormona luteinizante

permanece moderadamente alta (Barrett et al., 2013).

Los productos hormonales que contienen hMG son: Merional® (IBSA, 2020), HMG
Massone® (Ferring Pharmaceuticals, 2020), Merapur® (Ferring Pharmaceuticals,
2020).

Produccién in vitro de embriones porcinos (PIV)

Las tecnologias de reproduccion asistida en el cerdo son criticas para la produccion
de cerdos genéticamente modificados como modelos de enfermedades humanas y
para mejorar la produccion agricola. Siendo los métodos de maduracion de ovocitos,

fertilizacion y cultivo, muy importantes para un buen desarrollo embrionario.

La PIV de embriones incluye tres pasos principales consecutivos: la maduracion in
vitro de ovocitos inmaduros (MIV), la fertilizacion in vitro de ovocitos madurados (FIV)

y el cultivo o desarrollo in vitro de embriones (CIV o DIV).

Maduracion in vitro (MIV)

El proceso de maduracién in vitro, lleva una serie de procedimientos muy estrictos y
especificos de acuerdo a la especie en cuestion, para lo cual se debe cuidar ciertos
estandares en el manejo de materiales, reactivos, medios de cultivo y tiempos. Debido
a esto es necesario programar las actividades a realizar, a fin de contar con todo lo
necesario en tiempo y forma para mantener la viabilidad de las células. La MIV
consiste en obtener ovocitos inmaduros en estadio de vesicula germinal, para

posteriormente ser madurados bajo condiciones de laboratorio (Redel et al., 2019).

Con el fin de incrementar la eficiencia en la MIV y FIV, asi como en el cultivo
embrionario, se han desarrollado medios quimicamente definidos, los cuales son
suplementados, tratando de igualar las condiciones que se presentan en el tracto

genital de la cerda, con sustancias igualmente definidas como son: alcohol polivinilico
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(PVA), cisteina, glucosa, piruvato de sodio, factor de crecimiento epidérmico (EGF)
(Ducolomb et al., 2005).

Fertilizacion in vitro (FIV)

La FIV permite que una muestra de ovocitos y espermatozoides puedan interaccionar
en condiciones de laboratorio para la produccion de embriones que puedan ser
transferidos al utero. Cuando la fusién de ambos gametos se genera, se forma un

cigoto el cual puede desarrollar un nuevo organismo (Avalos, 2014).

La técnica de FIV se ha logrado realizar con altos porcentajes de éxito en diferentes
especies de mamiferos; Abeydeera et al. (2000) reportan porcentajes de fertilizacion

de un 81% en la especie porcina.

Desarrollo in vitro (DIV)

En la ultima década se han formulado diferentes medios que permiten el desarrollo
embrionario in vitro desde el estadio de una a 2 células hasta el estadio de blastocisto,
tanto en embriones producidos in vivo como en embriones producidos a partir de

ovocitos madurados vy fertilizados in vitro (Garcia, 2014).

Medios de Cultivo

Los sistemas de desarrollo embrionario han buscado métodos para la mejora del
desarrollo embrionario in vitro, asi han evolucionado desde soluciones basicas hasta
la formulacion de soluciones complejas muy semejantes al medio en el que el embrién
se desarrolla en el aparato reproductor (Dunogent et al., 2005). De igual forma para
incrementar la eficiencia y reproducibilidad en la MIV, se han creado medios definidos,
en los cuales se afade el alcohol polivinilico (PVA) y suplementos como cisteina,
glucosa, piruvato de sodio, factor epidérmico (EGF), LH y FSH (Yoshioka et al., 2003).

Medios secuenciales
Para optimizar las condiciones en que se realiza el desarrollo embrionario, se han

formulado medios secuenciales los cuales imitan el cambio en el entorno materno que

experimenta el embrién durante el desarrollo in vivo (Lane et al., 2003).
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Medios Continuos
Recientemente se han ido desarrollando los medios continuos (one-step), basados

en la filosofia de darle todos los nutrientes al embridn y que éste seleccione cual
incorporar. El uso de estos medios continuos permite cultivar los ovocitos sin
necesidad de cambiar de medio durante el proceso de maduracion in vitro (Dunogent
et al., 2005).

Evaluacion de maduracion in vitro de ovocitos

Tincién Aceto orceina
La orceina es un colorante el cual su mecanismo de tincion no se entiende

claramente, ya que se conforma de una variedad de fenazonas, que permiten
interactuar a un pH acido con grupos cargados negativamente o posiblemente
interactuar hidrofébicamente con cromatina. La fijacion de acido acético se lleva a

cabo en los cromosomas (Tonzetich, 2004).

Tincién Azul Brillante de Cresilo (BCB)
Para una seleccion homogénea, asi como la competencia del desarrollo de los

ovocitos para la produccién in vitro, se ha usado la tincion BCB (Egerszegi et al.,
2010), ya que es una tincion vital usada para la seleccion de ovocitos previo a la
maduracién, en funcion de la actividad de la enzima Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, ya que ésta reduce el cresilo volviéndolo incoloro. En particular esta
enzima cataliza la primera reaccién de la via de las pentosas fosfato y es la reaccién
limitante de esta, es decir la funcionalidad de la via depende de esta enzima. En los
ovocitos esta via de las pentosas fosfato estd activa cuando hay procesos de
biosintesis y crecimiento celular, deprimiendo su actividad cuando el ovocito termina
su fase de crecimiento. Asi los ovocitos que mantienen su citoplasma azul tras ser
cultivados con BCB son aquellos que terminaron su fase de crecimiento y estan aptos
para seguir la maduracion (Carrasco, 2012). Esta técnica ha sido usada en diferentes
especies como ratones, cerdos, cabras prepuberes, bufalas y vacas (Egerszegi et al.,
2010). En diversos estudios se ha observado que los porcentajes de ovocitos que
alcanzaron MII en los grupos BCB positivos, en el momento de la recoleccién de
ovocitos, aumentaron en comparacién con los del grupo BCB negativos y control
(Wongsrikeao et al., 2006). Sin embargo, es importante mencionar que esta técnica
para ser efectiva debe ser realizada una sola vez durante el procedimiento de PIV ya

que se ha comprobado que con una doble aplicacion de la técnica BCB puede
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conducir a una fertilizacion y desarrollo embrionario deficiente o incluso tener un

efecto toxico en los ovocitos porcinos (Kempisty et al., 2011).

ANTECEDENTES
Los cerdos representan un modelo apropiado para la creacidon de animales

transgénicos, con el fin de elaborar productos bioldgicos y obtener érganos para
xenotrasplantes, debido a que presentan aspectos fisiologicos, anatéomicos y

bioquimicos similares a los de los seres humanos.

Elinicio de la técnica de produccion in vitro de embriones (P1V), se remonta a los afios
50, cuando se obtuvieron los primeros conejos por fertilizacion in vitro, aunque fue
hasta 1982 cuando se logré obtener la primera ternera por esta técnica (Ducolomb et
al., 2005). No obstante que la primera produccion in vitro exitosa fue reportada en

1986, aun hay una tasa de éxito relativamente baja (Fowler et al., 2018).

Abeydeera et al. (2000) examinaron la capacidad del Factor de Crecimiento Epidermal
a una concentracion de 10 ng/ml, para mejorar el desarrollo de ovocitos porcinos
madurados por MIV. Se obtuvo una mayor cantidad significativa de ovocitos
madurados en los medios que contenian EGF en comparacién con los medios que no

lo contenian.

El proceso de MIV comienza con la aspiracion de los complejos ovocito-células del
cumulo (COCs) de foliculos ovaricos de cerdas sacrificadas. Los COCs son
madurados en medio TCM-199 suplementado (MIV) y se incuban durante 44 h. Todas
las incubaciones se realizaron a 38.5°C, con 5% de CO2, 95% aire y humedad a

saturacion (Garcia, 2014).

Aunque se ha progresado en el campo de la produccion in vitro, hay pocos informes
de nacimientos de cerdos producidos por MIV y FIV, en los que se describe la
transferencia de embriones. En México en el afno 2005 se obtuvieron los primeros

lechones producidos por estas técnicas (Ducolomb et al., 2005).
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JUSTIFICACION
En el presente trabajo de tesis se implementé el uso de diferentes hormonas

comerciales en el medio de maduracion previo a la incubacién de ovocitos porcinos,
con la finalidad de diversificar las posibilidades de maduracion de ovocitos y por ende,
la produccion in vitro de embriones porcinos, pudiendo asi aumentar la descendencia
de las cerdas que presenten alto valor genético, aportar ovocitos maduros y
embriones para la investigacion o implementar estas nuevas biotecnologias para

reproducir especies en peligro de extincion.
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HIPOTESIS
Al suplementar el medio de maduracién con productos hormonales comerciales, se

incrementara el porcentaje de maduracion de los ovocitos producidos in vitro.

OBJETIVOS
Objetivo general:

Evaluar la MIV de ovocitos porcinos utilizando cuatro productos hormonales
comerciales para comprobar su efectividad in vitro y asi obtener una opcién accesible

en la adquisicion de las hormonas.

Objetivos particulares:

e Desarrollar y estandarizar el protocolo de maduracién in vitro en ovocitos
porcinos, dentro del laboratorio 2 de la UIM para futuros estudios de
fertilizacion in vitro.

e Evaluar la eficiencia del FFP en la MIV para comparar su efecto con el del EFG
en medio TCM-199.

e Identificar los ovocitos activos metabdlicamente mediante la tincion de BCB
como criterio de seleccion adicional a la morfologia.

e Clasificar las etapas de maduracién de los ovocitos mediante la identificacion

de las estructuras nucleares con la tincion de aceto orceina.
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MATERIAL Y METODOS
El presente estudio se realizdé en el laboratorio 2 de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, ubicada en Km 2.5
Carretera Cuautitlan-Teoloyucan, San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli, Estado de

México.

Material bioloégico

Los ovarios se obtuvieron de hembras prepuberes en el rastro TIF 194 ubicado en
San Lorenzo, Cuautitlan Izcalli, Estado de México. Posteriormente fueron
transportados en SSF al 0.9% con una temperatura de 34-35°C. Una vez en el
laboratorio, los ovarios se lavaron con SSF al 0.9% a 35°C para eliminar restos de
sangre y suciedad. Los ovarios se comenzaron a trabajar de 20 a 30 min después del

sacrificio y la recoleccion de éstos.
Recuperacién de ovocitos

La recuperacion de ovocitos se realizé por medio de la técnica de aspiracion folicular
con aguja calibre 18G (rosa) y jeringa de 10 ml, puncionando los foliculos de entre 3-

6 mm de diametro.

El fluido folicular aspirado se depositd en un tubo cénico de centrifuga (tipo falcon) de
15 ml y se dejo sedimentar por 20 minutos. Al concluir el tiempo de sedimentacion se
retird el sobrenadante y se le adicioné6 medio de manipulacién (TL-HEPES-PVA) a
37°C con un pH de entre 7.3 y 7.4 (Teteltitla, 2014) y una osmolaridad de entre 280 a
320 mosm/Kg; el proceso de sedimentacion se realizé dos veces mas con una
duracién de 15 min. Finalmente el paquete celular fue recuperado y depositado en
una caja de Petri, agregando medio de manipulacion para proceder a realizar la
busqueda de complejos ovocitos-células del cimulo (COC's). Durante todo el proceso
se control6 la temperatura del medio en el que se mantuvieron tanto los ovarios y
ovocitos, mediante una platina térmica, para disminuir la pérdida de viabilidad (Figura
2).
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Figura 2. Campana de flujo laminar con el equipo y materiales necesarios para la aspiracién
folicular y busqueda de ovocitos.

Busqueda y seleccion de complejos ovocitos-células del cimulo (COC'’s)

Usando microscopio estereoscopico marca National y con ayuda de micropipetas
marca Eppendorf de varios volumenes, se procedié a la busqueda de COC'’s,
seleccionando aquellos que tuviesen citoplasma homogéneo y con varias capas de
células del cumulo; posteriormente se realizaron 3 lavados depositando los COC’s en
una caja de petri de 50 mm con una gota de 500 yL de medio de manipulacién con la

finalidad de eliminar detritus celulares.

Seleccidén por viabilidad mediante actividad metabdlica con Azul Brillante de

Cresilo (BCB)

Después de la busqueda se realizdé una tincion para valorar la viabilidad mediante la
actividad metabdlica de los ovocitos; éstos se incubaron por 60 minutos en una
solucion de 26 yM de BCB en medio TL-HEPES-PVA (Carrasco, 2012), al finalizar el
tiempo se evaluaron visualmente con un microscopio estereoscopico contabilizando
viables (con coloraciéon azul o BCB+) y los no viables (sin coloracion o BCB-)
(Egerszegi et al., 2010). Los ovocitos viables continuaron con el proceso de

maduracién. Esta seleccion solo se utilizé en la etapa 2 del proceso experimental.

Maduracion in vitro de ovocitos porcinos

Una vez seleccionados los ovocitos, se realizaron tres lavados con medio de
maduracién en cajas de petri (Nunc®) con una gota de 500ul en cada uno. Se
dividieron equitativamente en una caja de 4 pozos con 500ul de medio de maduracion

en cada uno, colocando como maximo 50 ovocitos por pozo; se agregaron las




hormonas (tratamientos hormonales) y se incubaron por 44 horas a 38.5°C, 5% de

CO2,95% de aire y humedad a saturacion (Ducolomb, 2004).
Proceso experimental

El trabajo experimental se dividié en dos etapas, ambas siguiendo la misma técnica

para MIV en ovocitos porcinos, descrita por Abeydeera et al. (1998).
Etapa 1. Maduracion con fluido folicular porcino y 2 tratamientos hormonales

Esta primera etapa se realiz6 con la finalidad de practicar y estandarizar la técnica de
maduracién in vitro, usando el fluido folicular porcino como alternativa al factor de
crecimiento epidermal (Wang et al., 1997).

El medio TCM-199 modificado se suplementé con fluido folicular porcino (FFP) al 10%
(Wang et al., 1997; Abeydeera et al., 1998; Romero-Aguirregomezcorta et al., 2014)
en lugar del factor de crecimiento epidermal; una vez que los COC’s estaban en la
caja de cuatro pozos para cultivo, se les agregaron los tratamientos hormonales
(Ducolomb, 2004; Fernandez Reyes et al., 2010; Fowler et al., 2018):

Tratamiento 1 - PG600 a 10 Ul/ml.

Tratamiento 2 - Merional A 26 ul/ml.
Etapa 2. Maduracién con 4 diferentes tratamientos hormonales

En esta segunda etapa se utilizaron productos hormonales comerciales (Tabla 3) con
la finalidad de obtener una alternativa mas accesible al uso de hormonas especificas
utilizadas para la maduracion in vitro.

El medio TCM-199 modificado se suplementé con Factor de Crecimiento Epidermal a
10 ng/ml. Los tratamientos hormonales fueron:

Tratamiento 1 - Chorulon a 10 Ul/ml + Novormon a 10 Ul/ml (Abeydeera et al., 1998;
Andrés, 2001; Kidson et al., 2003).

Tratamiento 2 - Merional 26 pyl/ml (Ducolomb, 2004; Fernandez Reyes et al., 2010).
Tratamiento 3 - PG600 a 10 Ul/ml (Fowler et al., 2018).

Tratamiento 4 - PG600 a 10 Ul/ml + Chorulon a 5 Ul/ml (Cortés, 2011).
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Tabla 3. Productos hormonales utilizados en el proceso experimental.

Producto Comercial Principio Activo Laboratorio
P.G. 600° (*) eCGy hCG Intervet International B.V.
Merional® (*) hMG IBSA Institut Biochimique SA
Novormon®5000 eCG Virbac
Chorulon® hCG Intervet International B.V.

Los productos marcados con (*) se utilizaron en las dos etapas del proceso.

Figura 3. Medio de maduracién TCM 199 (izquierda) y colorante utilizado en la tincién de Azul
brillante de cresilo: BCB por sus siglas en inglés (derecha).

Evaluacion de la maduracion de los ovocitos mediante la tincion de Aceto
orceina

Una vez finalizado el tiempo de incubacion para MIV los ovocitos fueron sacados de
la incubadora; de manera mecanica los ovocitos fueron separados de las células del
cumulo con ayuda de una micropipeta marca Eppendorf; una vez denudados, los
ovocitos se colocaron en un portaobjetos y se fijaron con acido acético-etanol 1:3 por
48 a 72 horas en una camara hermética.

Al término de dicho tiempo se agregoé la tincion de aceto orceina al 1%, para ser
evaluados en un microscopio de contraste de fases a 40X y se clasificaron
dependiendo de su estado de maduracion (Coy et al., 2005).

i) Presencia de vesicula germinal (VG) o ruptura de la misma

ii) Meiosis | (MI)

i) Meiosis Il (MII)

iv) No evaluables (NE).
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
En este experimento se realizé la prueba de ANOVA para la evaluacion de ovocitos

porcinos madurados por cada tratamiento. Aplicando niveles de significancia de
p<0.05. Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa estadistico de
SPSS v15.0 (2006, Chicago, USA).

RESULTADOS
Etapa 1. Maduracion con fluido folicular porcino y 2 tratamientos hormonales
Este primer experimento fue un modelo piloto utilizando fluido folicular porcino (FFP)

en lugar del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF).
En las 3 corridas (réplicas) realizadas en la etapa 1 se utilizaron 352 ovocitos; en la
corrida 1 se utilizaron 65 ovocitos, en la corrida 2 se usaron 74 y en la corrida 3 se

utilizaron 85 ovocitos. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos

(Tabla 4).
Tabla 4. Resultados de la etapa 1 para maduracion in vitro de ovocitos porcinos con fluido
folicular. )
Tratamiento - Vesicula Germinal n(%) | Metafase | n(%) ‘ Metafase Il n(%)
1 (PG600) 56 (24.6 + 6.76) 55 (23.8 + 13.43) 20 (8.7 + 3.86)
2 (Merional) 47 (21.6 £ 10.33) 36 (16.6 + 5.85) 10 (4.8 + 4.23)

Los valores son promedios + error estandar de la media.

Etapa 2. Maduraciéon con 4 diferentes tratamientos hormonales

En la segunda etapa se realizaron 16 corridas (réplicas) con 4 diferentes tratamientos,
obteniendo una n total de 3901 ovocitos. No hubo diferencias significativas entre
tratamientos en la etapa de vesicula germinal, ni en metafase Il; en la etapa de
metafase |, hubo diferencias entre el tratamiento 2 (Merional) y el tratamiento 3
(PG600). Tabla 5. Figura 4, Grafica 1.

Tabla 5. Efecto de diferentes productos hormonales sobre la maduracion de ovocitos de

cerda.
Tratamiento Vesicula Germinal n(%) Metafase | n(%) Metafase Il n(%)
1 (Novormon + Chorulon) | 538 (18.8 £ 1.80) | 216 (8.3 = 1.16)ab | 40 (3.2 £ 0.60)
2 (Merional) 409 (14.0£1.13) | 247 (9.7 £1.30)a 55 (3.7 £ 1.32)
.3 (PG 600) 576 (18.9 + 1.58) 152 (5.8 £ 0.77)b | 56 (4.4 + 0.94)
4 (PG 600 + Chorulon) 476 (17.2 £ 2.20) " 160 (6.7 £ 0.91)ab i (6.5 1.41)

Los valores son promedios * error estandar de la media. Valores con letras diferentes en columna
difieren significativamente (P<0.05).
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Efecto de diferentes productos hormonales sobre la
maduracién de ovocitos de cerda.

a2
ar

1™

Vesicula G Metafase | Metafase Il

Media Estadistica

Figura 4. Gréfica 1. Efectos de cuatro tratamientos hormonales de diferentes marcas comerciales en
la MIV de ovocitos de cerda. Se graficaron el promedio de los resultados obtenidos por
tratamiento, evaluando Vesicula Germinal, Metafase | y Metafase Il; destacando los errores
estandar de cada tratamiento. (*) Muestra los tratamientos en los que se obtuvieron
diferencias significativas.

Previo a la maduracion, se contabilizaron los ovocitos activos metabdlicamente
(BCB+) que tuviesen coloracion azul y los ovocitos no activos (BCB-) que no tuviesen
coloracién. Se observa que hay un gran porcentaje de ovocitos BCB+ después del

tiempo de incubacion en la tincion (Figura 5, Grafica 2).
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Figura 5. Grafica 2. Resultados por corrida (replica) de la tincién azul brillante de cresilo (BCB)
expresado en porcentaje

Se registro el tiempo de duracion de cada corrida (replica) desde el momento de la

colecta de ovarios hasta el inicio de la incubacién de los ovocitos en el medio de




maduracién, con el fin de descartar el tiempo del proceso como variable para la
maduracién. En las primeras dos corridas se observé un tiempo de proceso bastante
largo, el cual se redujo 2 horas desde la corrida 3 hasta la corrida 14 y posteriormente

hubo una reduccién de una hora en las corridas 15y 16 (Tabla 6).

Tabla 6. Tiempo (horas) de produccion de una corrida por dia.
Corrida  Tiempo (h) = Corrida Tiempo (h)

1 7.32 9 5.27
2 7.28 10 5.14
3 5.47 1" 5.08
4 55 12 5.46
5 5.39 13 5.18
6 5.34 14 5.07
7 5.53 15 4.18
8 5.38 16 4.35

Asi mismo se registré el porcentaje de ovocitos evaluables y no evaluables por
corrida, obteniendo en total 3034 ovocitos evaluables y 867 ovocitos no evaluables
durante la fase 2 del trabajo experimental; se consideran ovocitos no evaluables
aquellos que durante el proceso se perdieron, rompieron y/o degeneraron al momento
de la tincién por lo que no pudieron ser clasificados. A medida que avanzaron las
corridas, se observé menos pérdida de ovocitos, por lo que se puede suponer que las
manejadoras (tesistas) adquirieron mayor habilidad a medida que avanzo el proceso

experimental (Figura 6. Grafica 3).
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Figura 1. Gréfica 3. Porcentaje de ovocitos evaluables y no evaluables por corrida.
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DISCUSION
En el presente trabajo se obtuvo un bajo porcentaje de maduracion de los ovocitos

que pudo deberse a diversos factores; aunque han existido avances en el cultivo
celular, aun no hay medios completamente definidos para los protocolos de
produccion in vitro de embriones porcinos, los que actualmente se utilizan son medios

semi definidos.

De acuerdo con Ozturkler (2002), los métodos utilizados para coleccion y maduracién
in vitro afectan la meiosis, asi como el potencial de desarrollo de los ovocitos, sin
embargo, no se reportan diferencias en maduracién entre recolecciéon con puncién y
corte de foliculos (Fernandez Reyes et al., 2010); en este proyecto se uso la puncién

como método de recoleccion.

La seleccién de ovocitos inmaduros de acuerdo con las caracteristicas morfoldgicas
de las células del cumulo es de las mas usadas antes de la maduracion ya que es
facil y rapida de evaluar (Alvarez et al., 2009). Aunque hay que tomar en cuenta que
esta es una evaluacion subjetiva debido a que cada investigador puede percibir de
diferente manera la calidad de cada ovocito. En este trabajo se eligieron los ovocitos
que tuvieran tanto el citoplasma homogéneo asi como la mayor cantidad de capas

células del cumulo alrededor de ellos.

A fin de disminuir esta problematica de clasificacion de los ovocitos inmaduros,
autores como Carrasco (2012), han reportado el uso de tinciones para evaluar la
competencia ovocitaria por medio de la actividad metabdlica de la célula; que obtuvo
49% BCB positivos (activos metabdlicamente) de los cuales 81% de ovocitos estaba
en metafase I, lo que difiere con nuestro estudio en el cual obtuvimos un porcentaje
de 85 a 90% de ovocitos activos metabdlicamente, pero con bajos porcentajes de

ovocitos en metafase Il.

Otro factor importante que influye sobre la maduracién es la temperatura empleada
durante la recoleccion y transporte de los ovarios, la cual se manejo entre 30 y 35°C
sin embargo Walters y Graves (1998) realizaron una investigacion en la cual aseguran
que utilizando temperaturas arriba de 25°C disminuye la viabilidad de los ovocitos
porcinos, siendo ésta esencial para mantener la calidad y asi lograr un mayor
porcentaje de maduracion in vitro. Sin embargo, hay mucha variabilidad en los

reportes respecto a la temperatura de recoleccion y almacenamiento: Garcia (2014),
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utilizé una temperatura de 25°C por 5 horas, en cambio Appeltant et al. (2015)
utilizaron una temperatura de recoleccion de 37°C, asimismo Romero-

Aguirregomezcorta et al. (2014) utilizaron una temperatura de 38.5°C.

No solo la temperatura utilizada en el transporte de ovarios es importante, se debe
considerar también durante todo el proceso para evitar choques térmicos, por lo que
consideramos que un factor que pudo haber afectado nuestros resultados es la época
del afo en la que se trabajo, ya que fue en invierno y la temperatura ambiental pudo
haber influido en cambios de temperatura de los medios utilizados, ya que el medio
recién sacado de la incubadora presentaba una temperatura de 38.5°C la cual,
mientras se realizaban los pases de los ovocitos, disminuyé generando,

posiblemente, choques térmicos en cada cambio de caja.
Etapa 1

En la etapa 1 del proceso experimental se utilizé fluido folicular porcino en el medio
de maduracion, ya que segun diversos autores contiene componentes fisioldgicos,
bioquimicos y metabdlicos que incrementan la maduraciéon del ovocito (Ducolomb,
2004); sin embargo, en este estudio se observo solo 8% de ovocitos maduros, lo cual
difiere de lo reportado por Ducolomb (2004) y Wang et al. (1997) 64 y 87%
respectivamente. La diferencia entre los resultados se puede deber a que la
composicion del fluido folicular porcino varia entre cerda y cerda; y éste puede
contener sustancias que inhiben o detienen la meiosis en Ml tal como el inhibidor de
la maduracion de los ovocitos u OMI por sus siglas en inglés (Gallardo-Ornelas et al.,
2001), asi mismo de acuerdo con Gérard et al. (1998), contiene una proteina compleja
que evita la luteinizacién de las células de la granulosa, la cual es un inhibidor que
impide la union de la FSH con estas células (Ducolomb, 2004), por lo que utilizar el
fluido folicular porcino completo en el medio de maduracién puede inhibir el progreso
de la Ml a MII.

Etapa 2

En la etapa 2 se utilizé Factor de crecimiento epidérmico o epidermal (EGF) como
suplemento mas definido con la finalidad de eliminar la variable que presenta el FFP

que se presenté en la etapa 1.
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Muchos estudios suplementan los medios, para favorecer la maduracién de ovocitos,
con hormonas FSH y LH; y otra alternativa son la eCG, hCG y hormona post
menopausica humana. El uso simple de eCG y hCG o en combinacién se ha utilizado
en diversos trabajos de investigacion previos a este, ya sea en las mismas o0 en
distintas concentraciones; Appeltant et al. (2015) obtuvieron 0.7% de ovocitos en
etapa de MI utilizando 10 Ul/mL de eCG (Folligon, Intervet) y 10 Ul/mL de hCG
(Chorulon, Intervet), lo cual es un porcentaje menor al obtenido en el presente trabajo
ya que se obtuvo 8.3% de ovocitos en la misma etapa. Abeydeera et al. (1998)
obtuvieron 24% de ovocitos madurados con 10 Ul/mL eCG y 10 Ul/ml de hCG, Liu et
al. (2015) utilizaron 15 Ul/mL eCG y 10 Ul/mL hCG para maduracién de ovocitos, sin

embargo, no reportan el nimero de ovocitos maduros.

Cai et al. (2020) reportan porcentajes de ovocitos en metafase Il del 90.7% utilizando
eCG y hCG, siendo éstos muy superiores a los resultados que obtuvimos en el

presente trabajo.

En el cultivo suplementado con HMG (Merional) se obtuvo 3.7% de ovocitos en M I,
en estudios anteriores se reporta 32.1% de M Il (Fernandez Reyes et al., 2010),
utilizando los mismos parametros de cultivo y solo variando en la temperatura de

transporte.

Los resultados que se obtuvieron con Merional (tratamiento 2) son significativamente
mayores que los obtenidos con PG600 (tratamiento 3) en etapa de M |, pero no hubo
diferencia en metafase I, lo que significa que Merional estimulé en mayor proporcién

el reinicio de la metafase, pero no completo6 la metafase |l.

Uno de los objetivos del presente trabajo fue evaluar diferentes productos
comerciales, que contienen como principio activo la eCG y hCG, para considerarlos
como alternativa a las hormonas FSH y LH que normalmente se utilizan en este tipo
de trabajos, pero no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos

utilizados en este estudio.
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CONCLUSION

Con este trabajo experimental se concluye que durante el proceso de maduracién in
vitro de ovocitos porcinos es importante mantener condiciones adecuadas en los
medios de maduracion, manipulacion y transporte utilizados, asi como la temperatura

de los mismos para disminuir la variabilidad y obtener resultados favorables.

Los resultados obtenidos en el experimento preliminar indican que no existe diferencia

en la efectividad de FFP con respecto al EGF.

La efectividad de los productos hormonales comerciales, sustitutos de LH y FSH,
depende de varios factores propios del trabajo experimental, que fueron variables

entre las diferentes replicas (corridas) de este trabajo.
PERSPECTIVAS

Se sugiere continuar con esta linea de investigacion cuidando las condiciones de
trabajo en cada etapa del proceso, minimizando las variables que generen resultados
poco uniformes entre cada corrida y con eso poder determinar si los productos
comerciales utilizados en este experimento son adecuados para ser utilizados en

cualquier protocolo de maduracién in vitro de ovocitos porcinos.

La estandarizaciéon de la maduracion in vitro de ovocitos de cerda, empleando
compuestos hormonales sustitutos de LH y FSH, sera la base para continuar con
trabajos de fertilizacion y desarrollo in vitro de embriones, con la finalidad de probar
la capacidad fertilizante de espermatozoides crioconservados de cerdo, linea de

investigacion importante en este laboratorio.
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ANEXOS
Medio de manipulacién de los ovocitos

Medio TL-HEPES-PVA
Se utiliza para lavado de complejos ovocitos células del cimulo antes del cultivo en

medio de maduracion.

Componente PM mM g/500ml
NaCl 58.45 114.00 3.33165
KCI 74.55 3.20 0.1193
NaH2PO4 120.00 0.34 0.0204
Lactato de Na* 112.10 10.00 0.7 ml
MgCl.. 6H20 203.30 0.50 0.05085
HEPES 238.30 10.00 1.1915
Piruvato de Na 110.00 0.20 0.0110
Sorbitol 182.20 12.00 1.0930
NaHCOs3 84.00 2.00 0.084
CaCl2.2H0** 147.00 2.00 0.147
Gentamicina 0.0125
PVA 0.0500

*60% (Vv/v)
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** Agregar al final

Ajustar el pH a 7.3-7.4 con Na OH o HCI 1N

Esterilizar por filtracion en membranas de 0.22 ym

Almacenar a 4°C y usarlo en un periodo de 2 a 3 semanas.

Medio para maduracion in vitro libre de proteina para ovocitos porcinos

TCM 199 Modificado

TCM 199
PVA 0.1%
D-Glucosa 3.05mM
Piruvato de sodio 0.91mM
Gentamicina 10ug/ml

El medio se suplementa con:

EGF 10 ng/ml
Cisteina 0.57 mM
eCG 0.5 pg/ml
hCG 0.5 pug/ml
HMG 0.5 pg/ml
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