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RESUMEN

El presente trabajo se elaboro con la finalidad de probar los efectos de la adicion de
4 concentraciones diferentes de melatonina (MLT) (0,1, 3 y 5uM MLT) durante la
maduracion ovocitaria y el desarrollo embrionario de cerdos respectivamente. En la
primer etapa del experimento se obtuvieron 1142 complejos-ovocitos-cumulos
(COC), que fueron recuperados a partir de ovarios de cerdas de un rastro local. Para
el grupo 0 uM de MLT se colocaron 269 COC, en el grupo 1 uM se colocaron 289
COC, para el grupo 3 UM MLT se colocaron 306 COC y para el grupo 5 uM de MLT
se colocaron 278 COC, todos ellos incubados en cajas de 4 pozos con medio TCM-
199 por 44 horas a 38°C con 5% de CO2y humedad a saturacion. Posteriormente,
los COC fueron tefiidos con aceto-orceina al 1% para evaluar el porcentaje de
maduracion in vitro. En la segunda etapa del experimento se colectaron 1514 COC
en total, mismos que fueron divididos en 4 grupos, pues, ademas de adicionar MLT
en la etapa de maduracion, también fue adicionada en la etapa de desarrollo
embrionario a las mismas concentraciones antes mencionadas. Para ello, después

de la maduracién, los ovocitos fueron fertilizados con semen refrigerado a una

concentracion de 1x10° espermatozoides/ml y co-incubados en medio mTMB

durante 7 horas. Posteriormente los posibles cigotos fueron transferidos a cajas de
4 pozos con medio NCSU-23 suplementados con 0, 1, 3y 5 uM de MLT incubados
durante 8 dias. Al finalizar esta etapa, el nimero de posibles cigotos por grupo fue
de: 336 posibles cigotos para el grupo con 0 uM de MLT, 340 posibles cigotos para
el grupo suplementado con 1 pM de MLT, 316 posibles cigotos para el grupo
suplementado con 3 uM de MLT y 320 posibles cigotos para el grupo suplementado
con 5 uM de MLT. Los datos obtenidos fueron analizados por medio de un analisis
de varianza (ANOVA) teniendo una p<0.05. Los porcentajes de maduracion (Mll)
fueron: 34.5 + 2.46% (0 pM de MLT), 45.9 + 5.70% (1 pM de MLT), 40.7 + 4.7% (3
UM de MLT) y 43.7 + 6.46% (5 uM de MLT). Los porcentajes de fertilizacion fueron:
48.7 +3.11% (0 uM de MLT), 55.7 + 7.35% (1 uM de MLT), 52.0 £ 5.97% (3 uM de
MLT) y 35.4 £ 3.68% (5 uM de MLT). Los porcentajes de blastocistos fueron:14.4 +
2.33% (0 uM de MLT) , 26.9 + 9.57% (1 pM de MLT), 21.2 + 4.43% (3 uM de MLT)

y 15.9 + 3.11% (5 uM de MLT). No se encontraron diferencias significativas entre
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los diferentes grupos de estudio. En conclusion, bajo estas condiciones, la MLT a

las concentraciones previamente descritas, no favorecio la maduracion in vitro, ni el

desarrollo embrionario en la especie porcina.




INTRODUCCION

Actualmente, la experimentacion animal es una actividad fundamental en la
investigacion biomédica, ya que gracias a la utilizacion de diferentes animales en
espacios controlados, se han podido lograr grandes avances en la medicina que
habrian sido imposibles por otros medios (CREBA, 2021).

Uno de los animales con mas relevancia ha sido el cerdo, ya que es una de las

principales especies de produccion ganadera, ademas, su valor biomédico como

modelo animal para estudiar diversas condiciones humanas ha ido en aumento
(Romar, 2019), ya que, si bien, anteriormente los roedores eran las especies mas
utilizadas en este ambito, algunas lineas de investigacion han agotado la

informacion que se puede extraer de ellos (CREBA, 2021).

Muchas son las areas de investigacion en donde los cerdos resultan ser Utiles
(Gadea y Garcia 2010), sin embargo, son los avances tecnolégicos en
modificaciones genéticas, clonacién mediante la transferencia de células soméaticas
y xenotrasplantes en donde el rango de aplicaciones de los modelos porcinos se ha
incrementado marcadamente (Marinona et al., 2018).

Dichos avances tecnoldgicos parten de la biotecnologia de la reproduccion, la cual
incluye un conjunto muy diverso de técnicas, entre las que se encuentran:
inseminacién artificial (IA), transferencia de embriones, crioconservacion de
gametos y embriones, citometria de flujo para el sexaje de espermatozoides,
produccion in vitro de embriones (P1V), transferencia nuclear y microinyeccién de

construcciones de ADN (Martinez, 2002).

El presente estudio estd enfocado en la fertilizacién in vitro (FIV), la cual es una
técnica de reproduccion asistida basada en el co-cultivo de espermatozoides y
ovocitos en condiciones controladas para generar cigotos que inicien el desarrollo

embrionario con diversos fines (Fernandez et al., 2010).




ANTECEDENTES
a) El cerdo

Existen dos procesos paralelos de domesticacion del cerdo, uno en oriente proximo
hace 13,000 afios y otro en China fechado en los 4,900 a.c. lo cual convierte al

cerdo en uno de los primeros animales utilizados por el ser humano (INAES, 2018).

En México, hubo evidencia de que en 1519, tras la tercera invasion de los espafioles
a México liderados por Hernan Cortés, fue éste quien introdujo la especie porcina
en nuestro pais al traer cientos de cerdos desde Cuba, pues las tropas espafolas

basaban su alimentacion en la carne de estos animales (Ogata, 2019).

Desde entonces y hasta la actualidad se desarroll6 la porcicultura, la cual es una
rama de la zootecnia que se encarga de la cria, reproduccion y produccion porcina,
comprende todo el manejo alimenticio, sanitario y genético para producir carne de

cerdo de la mejor calidad para el consumo humano (SADER, 2020).

La porcicultura es una actividad importante en México, proporciona una de las

principales fuentes de proteina para la poblacion mexicana. Por detras del pollo, el

cerdo es la segunda carne mas consumida en el pais (SENASICA, 2021). En 2019,

el consumo per capita de carne de cerdo a nivel nacional, fue de aproximadamente
18 kg (SIAP, 2019).

Sin embargo, el cerdo no sélo es utilizado en el ambito de la produccion, también
ha sido de suma importancia en el area biomédica, gracias a sus similitudes con los
humanos en términos de anatomia, inmunologia, bioquimica, fisiologia y genética
(Soto et al., 2019).

Dicho lo anterior, podemos entender porque el cerdo se utiliza en muchas y muy
diversas areas de investigacion, como trasplantes, cirugia, enfermedades
cardiovasculares, dermatolégicas, degenerativas, infecciosas o tumorales, asi como

también para la validacion de nuevos dispositivos médicos (CREBA, 2021).




Por ejemplo, en 1985 el grupo de Hammer y colaboradores en Estados Unidos
public6 que habian logrado la generacion de cerdos transgénicos mediante el

empleo de técnicas de inyeccion pronuclear.

En el 2005 Rafael Valdes y David White realizaron trasplantes de islotes de cerdos
combinados con células de Sertoli testiculares en nifios con diabetes mellitus de tipo
1. Durante el seguimiento de mas de un afo, una nifia de 17 afios no requirio

insulina ni otros medicamentos.

Por otro lado, Rogers y colaboradores en el 2008 realizaron una revision
bibliografica en donde describen todas las caracteristicas similares que tienen los
cerdos con los humanos con respecto al estudio de la fibrosis quistica y como es
que este modelo bioldgico ayuda a obtener datos acerca de dicha enfermedad, los
cuales posteriormente con su estudio, favoreceran el tratamiento de este

padecimiento.

No obstante, muchas de las aplicaciones del cerdo son utilizadas gracias a la
biotecnologia reproductiva, tal y como lo mencionan Dongjin y colaboradores en
2023 donde sefialan que la utilizacion de las células madre embrionarias derivadas
de blastocistos de cerdos son herramientas poderosas para estudios preliminares
sobre enfermedades humanas, sin embargo, para obtener estos blastocistos, se

recurrié a una herramienta reproductiva especifica, la fertilizacion in vitro.

b) Fertilizacién in vitro

La FIV, es un instrumento valioso en el campo de la investigacion cientifica y ofrece

una nueva area de biotecnologia préactica en la reproduccion animal asistida, como
prueba de fertilidad en los animales reproductores y mejor aprovechamiento del
potencial biologico que poseen, tanto las hembras como los machos de los animales

de granja (Cordova et al., 2011).

La historia de la FIV en mamiferos, se remonta a 120 afios atras, sin embargo, los
primeros intentos exitosos de cultivar embriones de mamiferos preimplantados

fueron realizados en 1913 por Albert Brachet, Director de la Escuela de Embriologia




de Bruselas en el Instituto de Anatomia Warocqué (Revisado por Biggers, 2002)

quien estudio la expansion del blastocisto de conejo in vitro.

No obstante, la tecnologia actual de la FIV, se inicié en 1959 cuando se observo a
través del microscopio por primera vez éste fendbmeno en gametos de conejo. Desde
entonces, esta biotecnologia, ha contribuido de manera definitiva al estudio de la
reproduccion en animales y en los seres humanos (Cérdova et al., 2011).

Sin embargo, en lo que respecta a humanos y a otras especies de mamiferos como
los cerdos, la FIV ha sido aplicada satisfactoriamente desde fines de la década de
1970 (Muiidz, 2005), siendo el afio de 1978 donde gracias a Patrick Steptoe, Robert
Edwars y Jean Purdy se logro el primer nacimiento humano mediante FIV, dando

paso a la “creacion” de Louise Brown, “la primera nifia FIV” (Mata y Vazquez, 2018).

A pesar de que, con el paso del tiempo ha habido grandes avances dentro de la
FIV, no fue sino hasta el afio 2015 que un grupo de investigadores de la Universidad

de Cornell en Estados Unidos, logré obtener la primer camada de perros nacidos

vivos por ésta técnica y posteriormente la transferencia de embriones.

Con lo que respecta a los cerdos, muchas han sido las investigaciones que se han
realizado alrededor de la FIV y sus implicaciones, siendo una de las mas destacadas
la de Ducolomb y colaboradores, quienes en 2005 obtuvieron los primeros cerdos
nacidos en México a partir de dicha tecnologia, siendo un parteaguas para la

especie y para futuras investigaciones dentro del area médica y de la produccion.
c) Usos de la melatonina en la FIV

La melatonina es una hormona enddgena soluble en lipidos, producida
principalmente por la glandula pineal, proporcionando sefiales de sincronizacion
estacional y circadiana (Langston et al., 2021). Ademas, ha sido conocida como un
potente antioxidante. EI mecanismo de su desempefio incluye la eliminacion de
radicales libres, la induccion de enzimas antioxidantes, como la glutation reductasa
y la glutation peroxidasa, asi como la inhibicion de la enzima prooxidasa 6xido nitrico

sintasa (Azarmehr et al.,2023).




Ademas de su funcion como agente cronobiotico que actia en la regulacion de la
temperatura, en la regulacion del desarrollo sexual y en la del ciclo reproductor, la
melatonina es un protector celular, potente antioxidante, agente oncostatico e

inmunoestimulante (Poza et al., 2018).

Debido a que existen diferentes protocolos de investigacién en temas reproductivos
como la criopreservacion de espermatozoides, se tiene informacion de la existencia
de cambios fisiol6gicos que sufren éstas células, los cuales pueden ser producto de
variaciones térmicas, osmoticas o bien, la produccion excesiva de ROS (Medrano
et al., 2017). Prueba de ello, Martinez en el 2020, adicion6 melatonina como
antioxidante en la criopreservacion de semen de perro teniendo resultados positivos

dentro de su investigacion.

Por otro lado, en la FIV con la especie porcina, la melatonina ha tenido un efecto
positivo al adicionarse a los medios de maduracién y desarrollo embrionario,
mejorando los porcentajes de ovocitos en metafase Il y de blastocistos (Shi et al.,
2009 y Do et al., 2015).

MARCO TEORICO

Los gametos de muchas especies de mamiferos, han sido manipulados empleando

una gran variedad de estrategias que tienen que ver especialmente con la

infertilidad y en la produccién de animales domésticos, asi como también para

entender los eventos fisioldgicos y moleculares de los procesos reproductivos y del

desarrollo.

Para lo anterior se requiere de la biotecnologia de la reproduccion, la cual es un
conjunto de técnicas que van desde la inseminacion artificial hasta la clonacion,
todas ellas encaminadas a aumentar la eficiencia reproductiva de los animales. En
si mismas son herramientas utiles para aplicar otras técnicas mas modernas, como
la transgénesis. La produccion de embriones in vivo dio paso a la produccion de
embriones in vitro, y en su aplicacion se incluyeron como herramientas la

inseminacion artificial y la transferencia de embriones (Ugalde, 2014).




Asi pues, este tipo de tecnologias exigen ovocitos y embriones de buena calidad
(Martinez et al., 2022). Sin embargo histéricamente, la produccion in vitro de
ovocitos y embriones de cerdo ha sido un proceso muy ineficiente con bajas tasas
de desarrollo embrionario posterior (Redel et al., 2019).

Lo anterior puede tener como justificacion el que la capacidad de desarrollo de los
embriones depende principalmente de la calidad de los ovocitos obtenidos (Zhao et
al., 2022), y dado que al realizar este tipo de técnicas se usa un ambiente artificial,
probablemente las condiciones de cultivo ponen en peligro la homeostasis
embrionaria, ya que la suplementacion de los medios de cultivo con compuestos
conocidos y no conocidos, asi como la presencia de metales, el pH y la tension del
oxigeno atmosférico y la luz visible dan paso a la formacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) los cuales son algunos de los factores que se han asociado a la
frecuente alteracion en la maduracién del ovocito y posteriormente en el desarrollo

embrionario in vitro (Camargo et al., 1999).

Las tecnologias de reproduccion asistida en el cerdo son criticas para la produccion
de cerdos modificados genéticamente como modelos de enfermedades humanas y
para mejorar la produccion agricola (Redel et al., 2019), por esta razén, la
recuperacion de cerdos con caracteristicas especiales requieren una fuente

confiable de embriones desarrollados correctamente (Mufioz, 2005).

Por lo anterior, una de las formas mas seguras de conseguir ese tipo de embriones

de calidad es recurriendo a la FIV.

Para fines practicos, la FIV se divide en 3 etapas cruciales, las cuales son:

maduracion in vitro de ovocito, la fertilizacion in vitro, y el desarrollo embrionario

temprano in vitro.
Maduracion in vitro

La maduracion de los ovocitos implica una serie de cambios nucleares y
citoplasmaticos que dan como resultado la formacion de un ovocito que es

competente para sufrir la fertilizacion. El ovocito reanuda la primera division meiética




y progresa desde la etapa de vesicula germinal (VG) hasta la maduracion antes de

detener la metafase de la meiosis Il (MIl) (Dalton et al., 2013).

En la maduracion in vitro se buscan replicar las condiciones ambientales a las que
estaria sometido el complejo-ovocito-cumulo (COC) in vivo, ya que, es obtenido y
colocado dentro de un medio que promueve su maduracion, lo que podemos

distinguir una vez reanudada la meiosis.

Existen diferentes técnicas para la de obtencion de los COC en cerdas de ovarios
obtenidos del rastro, las técnicas mas utilizadas son: la puncion folicular (Figura 1),
en la cual se realiza la puncion de foliculos mayores de 3 mm de diametro (foliculos
secundarios) y; los cortes de la superficie folicular mejor conocido como “slicing”.
Lorenzo y colaboradores en 2015 mencionan que ésta Ultima técnica es la que
permitié aprovechar mejor los ovarios de hembras prepuberes y ademas resulta ser
una técnica mas rapida (con respecto a la aspiracion folicular) y donde se obtiene

una mayor cantidad de COC por ovario, sin embargo, ellos mismos afiaden que la

técnica de puncién folicular en cerdas permite la seleccion de los foliculos a aspirar

evitando la puncion de vasos, foliculos hemorragicos, degenerados o

excesivamente grandes.

Figura 1. Aspiracion folicular en ovarios de cerda obtenidos de rastro (Foto propia, tomada
en el laboratorio 2 de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM), FESC, UNAM
2023).

Por otro lado, un factor importante a considerar es el medio en donde se llevara a

cabo la maduracion de los COC. El medio mas tradicional y empleado en la
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maduracioén in vitro de COC es el TCM-199 (Tissue Culture Medium 199), que esta
compuesto por sales de Earle con bicarbonato, suplementado con piruvato,
lactato, vitaminas, aminoacidos, purinas y proteinas (como la albumina bovina o
suero) (Ordofiez, 2014).

Fecundacioén in vitro

En esta etapa es donde se lleva a cabo la penetracion de una célula espermatica a
un ovocito y la conservacion de material genético, fuera del tracto genital (Mancias,
2020).

Este proceso engloba varios eventos, relacionados con la manipulacion de los

gametos masculinos y femeninos. Entre los eventos fisiolégicos que ocurren en este

periodo se encuentran la capacitacion y penetracion de los espermatozoides, la
union de los gametos y la formacion de los pronucleos (Salgado et al., 2020).

Para esta etapa, lo mas crucial es el estado de las células sexuales, asi como el
medio en el que se incubaran. Para poder fertilizar, un espermatozoide debe estar
vivo, ser movil y tener una morfologia normal (Saacke, 2003), por lo que es
imprescindible la evaluacién del semen a utilizar apoyandonos de pruebas en
laboratorio, como la evaluacion de la motilidad masal, progresiva y la viabilidad.
Ademas de definir la concentracién espermética ya que para la FIV la relacion de
ovocitos y espermatozoides suele ser de 1:10,000 (Ward et al., 2002).

En el caso de los ovocitos, éstos tendran que estar en el momento de madurez
oportuno, es decir, los ovocitos deben haber llegado al estado de metafase II, lo
cual se evidencia con la extrusién del primer cuerpo polar. En tanto, la madurez
citoplasmatica se observa de una forma indirecta por la uniformidad del citoplasma,
junto con el grado de expansion de las células del camulo y el aumento del espacio
perivitelino (Tur et al., 2007) (Figura 2).




Figura 2. Fotografia de ovocito maduro con expansion de células
de la granulosa. (Foto tomada en el laboratorio 2 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria (UIM), FESC, UNAM, 2020).

Es de suma importancia mencionar, que uno de los aspectos clave es la eleccion
de los medios, si bien de manera clasica el medio de FIV porcina utilizado es TCM-
199, desde hace algunos afios la tendencia es la preparacion de medios mas
simples como por ejemplo TBM, TALP, DM, en el laboratorio, en un intento de
controlar mejor la composicion exacta y con esto evitar la formulacion excesiva de
componentes. Aunque los medios de cultivo empleados han sido numerosos, todos
coinciden en su composicion con ciertos elementos béasicos que se podrian

clasificar, brevemente, en una fuente de componentes organicos (proteinas,

aminodcidos, sustratos energéticos), componentes electrolitos y otros suplementos,

gue han ido variando, dependiendo sobre todo del tipo de semen empleado para la
FIV (Romar, 2001).

Desarrollo embrionario in vitro.

El objetivo de realizar el proceso de la FIV es lograr obtener embriones de calidad,
por lo cual, el desarrollo embrionario in vitro comprende desde la primera division

celular después de la fecundacion (aproximadamente 20 horas después) hasta el




desarrollo de blastocisto tardio, el cual tendra lugar entre los dias 6 y 8 post

fecundacion.

Sin embargo los embriones de mamiferos, cuando son sometidos a cultivo, sufren
un bloqueo en el desarrollo en un estado preciso que varia segun la especie. En el
caso del cerdo, este bloqueo tiene lugar cuando el embrién se encuentra en el
estado de cuatro células, aunque gracias a Petters y Wells en 1993 se ha permitido
llevar el desarrollo embrionario hasta el estado de blastocisto (Figura 3), esto por la

introduccién de tecnologias aplicadas en los medios de cultivo (Garcia, 2005).

Fecundacién
Estadio de 2 células Estadio de 4 células

Estadio de 8 células Blastocisto

Figura 3. Esquema sobre los estadios del desarrollo
embrionario.
(Colegio Alborada de Coyhaique, Chile 2011.)

Los medios capaces de sobrellevar el desarrollo de embriones porcinos més
frecuentemente utilizados incluyen el medio de Whitten, el medio bicarbonato de
Ringer de Kreb modificado, el medio NCSU-23, el medio de cultivo de embriones de

Beltsville-3 y el medio de cigoto porcino (Marinona et al., 2018; Menino et al., 1982).
Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), es una neurohormona enddgena que

fue aislada por primera vez en 1959 en bovinos (Jara 2016). Se produce a patrtir del

triptéfano (un aminoacido esencial), mediante la transformacién de serotonina a

melatonina en la glandula pineal (Paramo, 2015) (Figura 4).




Este proceso comienza con la obtencién de triptofano proveniente de la circulacion
sistémica el cual pasa por una oxidacion gracias a la enzima triptofano-hidroxilasa
dando como resultado 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). Posteriormente es sometido a
una descarboxilacion por una enzima descarboxilasa obteniendo serotonina, la cual,
a su vez es acetilada por la enzima N-acetiltransferasa (NAT), para que éste ultimo
paso pueda darse es necesaria la intervencion de horas de oscuridad ya que la
norepinefrina (NE) es liberada durante la noche de las terminaciones nerviosas
simpaticas posganglionares y la cual va a interactuar con receptores a y [
adrenérgicos situados en la membrana plasmatica de los pinealocitos, induciendo
con ellos la activacion de la adenilatociclasa (AC) la cual promueve el aumento de
niveles de adenosina 3’5" monofosfato ciclico (AMPc) promoviendo asi la activacion
de la sintesis de NAT. Una vez que esto ocurre se retoma el ciclo con el resultado
de la N-acetilserotonina (NAS) quien al ser O-metilada por la enzima hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HIOMT) dard como producto final a la melatonina (Adaptado de
Jara 2016; Oviedo 2021).
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Figura 4. Esquema de la via para la sintesis de
melatonina.
Tomado y adaptado de Oviedo, 2021.




Una vez sintetizada, la melatonina se libera a la sangre y se distribuye por todos los
fluidos corporales, accediendo a la saliva, a la orina, a los foliculos preovulatorios,
al semen, al liquido amniético y a la leche materna. Se metaboliza
fundamentalmente en el higado, y sus metabolitos se eliminan por la orina. Su
principal metabolito es la 6-sulfatoximelatonina, que puede encontrase en sangre y
en orina. En el cerebro la melatonina es oxidada a N1-acetil-N2-formil-5-
metoxitriptamina, la cual es desmetilada a N1-acetil-5-metoxikinuramina y eliminada

por la orina (Poza et al., 2018).

Los mecanismos de accién de la melatonina son muy diversos, aunque

fundamentalmente se pueden resumir en cuatro tipos:

1. Unién a receptores MT1 y MT2: El receptor MT1 esta presente en practicamente

todos los tejidos del organismo, mientras que MT2 esta mas restringido. Son

receptores acoplados a proteina G en la membrana.

2. Por su carécter lipofilico: Gracias a ello puede entrar facilmente en la célula,

llegando hasta el nucleo, habiéndose descrito receptores nucleares para la
melatonina del tipo RZR/ROR.

3. Unidn a proteinas citosdlicas: Entre ellas se encuentran la calmodulina, PKC y

MT3 (quinona reductasa 2)

4. Neutralizacion de radicales libres: Atrapa y neutraliza los hidroxilos libres.

En cuanto a las sefiales de transduccion, la melatonina, en general, induce las

siguientes vias de sefializacion al interaccionar con los diferentes receptores

- MT1. Inhibicién de la actividad adenilato ciclasa (reduccién de la formacion de

AMPc, de la activacion de la proteina quinasa A y de la fosforilacion del factor de

transcripcion CREB) y activacion de la fosfolipasa C.

- MT2. Produccion de fosfoinositidos, inhibicion de adenilato ciclasa, e inhibicion de

la via de la guanilato ciclasa.




- MT3, o quinona reductasa 2. Esta participa en el efecto protector frente al estrés

oxidativo de la melatonina, previniendo las reacciones de transferencia de

electrones de las quinonas (Argielles y Bonmati, 2015).
Funciones.

En 1958 fue aislada e identificada por Lerner y su equipo en el tejido de la glandula
pineal bovina. La primera funcion de la melatonina que describieron consistia en
aclarar la piel de los renacuajos (de ahi su nombre “melatonina”, ya que contraia los
melanoforos de la piel de los anfibios) (llinait,, 2012; Arglelles y Bonmaty, 2015).
Sin embargo, con el paso del tiempo se le han ido atribuyendo diversas funciones,
en primer lugar, el de ser una hormona encargada de regular el ritmo circadiano,
asimismo, el de actuar en favor del sistema inmunitario ya que aumenta la secrecién
de células natural killer (NK) y monocitos (es decir, activa la inmunidad no
especifica) (Ventoso 2017), ademas de participar en la modulacion del
citoesqueleto, tener una actividad oncostatica y antioxidante, entre otras (Reyes et
al., 2009).

En la reproduccion juega un papel sumamente importante en los animales de ciclos
reproductivos estacionales, es decir, existen especies tales como los ovinos y
caprinos los cuales se dice tienen un fotoperiodo negativo, esto significa que a
menos horas luz, mayor es la actividad reproductiva, lo cual se traduce en un

incremento de la melatonina en los dias altamente reproductivos.

Ademas, en mujeres y cerdas estd comprobado que la melatonina se produce en
el ovario y ayuda en la maduracién folicular y la preservacion del ovocito antes y
durante la ovulacion. Asimismo en los espermatozoides ofrece proteccion frente al

dafo oxidativo preservando su viabilidad (Macedo, 2017).




JUSTIFICACION

Gracias a los desarrollos tecnoldgicos en la biomedicina el empleo del cerdo, en
sustitucion de los roedores, como animal “modelo” por su mayor tamafio y sus
caracteristicas fisiol6gicas mas cercanas a la especie humana, estéa incrementando
la demanda de embriones porcinos para ser incluidos en distintos programas de
tecnologia transgénica y con ello, en un futuro, aumentar las posibilidades de una

mejora en la calidad de vida para los seres humanos.

De igual forma, la produccion in vitro efectiva de embriones porcinos nos permitiria
obtener no sélo material para aplicaciones genéticas, sino también descubrir
informacion sobre los mecanismos basicos de la fecundacion y el desarrollo

embrionario.

Asimismo, en cuanto a la técnica de FIV, se crearia un precedente para obtener un
mayor porcentaje en la maduracion de ovocitos y el desarrollo embrionario,
pudiendo aportar otro punto de vista en cuanto a la suplementacion de los medios
de cultivo. En este caso usando la melatonina como coadyuvante, la cual, ademas
de ser una sustancia mas econdmica y accesible, tendria una mayor utilidad a lo

largo de todo el proceso de FIV en comparacion a otro tipo de hormonas que son

relevantes Unicamente en la primera parte del procedimiento (la maduracion).

Ademas, algunos laboratorios dedicados a la FIV en humanos, tienen como
protocolo el de suministrar via oral la melatonina para asi obtener évulos de mejor
calidad, sin embargo, esto suele causar desbalances hormonales a las mujeres, por
lo tanto, al usar la melatonina directamente en los medios tanto de maduracién como
de desarrollo embrionario podriamos evitar los efectos secundarios que crea esta

hormona directamente en los pacientes.




OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de melatonina (0, 1, 3y 5 uM) en
la maduracion de COC y en el desarrollo de embriones de cerdo producidos in

vitro.
Objetivos particulares

e Obtener los porcentajes de maduracion in vitro hasta metafase Il en los COC
de cerda suplementando el medio de cultivo con concentraciones de 0, 1, 3
y 5 uM de melatonina.
Obtener los porcentajes de viabilidad de los COC expuestos a0, 1,3y 5 uM
de melatonina.
Evaluar la morfologia embrionaria para predecir la calidad de los embriones
de cerdo producidos in vitro expuestos a 0, 1, 3y 5 uM de melatonina.
Comparar los porcentajes de desarrollo embrionario in vitro en embriones en
segmentacion, mérulas y blastocistos de cerdo expuestos a0, 1,3y 5 uM de

melatonina.

HIPOTESIS

Al suplementar los medios de maduracién y de desarrollo embrionario in vitro con

concentraciones crecientes de melatonina, mejorara la calidad de los COC y

embriones de cerdo, lo cual se vera reflejado en un aumento en los porcentajes de

maduracién y desarrollo embrionario.




METODOLOGIA

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Reproduccién Animal (L2) de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM.

De acuerdo a los objetivos planteados, la investigacion fue dividida en dos etapas.
Primera etapa

En esta parte se tuvo como objetivo evaluar los COC hasta la etapa de

maduracion in vitro y su viabilidad.
Coleccién de ovarios

Los ovarios fueron obtenidos de cerdas pre puberes recién sacrificadas del rastro
TIF 194, San Lorenzo, Estado de México. Posteriormente fueron colocados en un
contenedor térmico que contenia solucion salina fisiologica (SSF) al 0.9% (Cloruro

de Sodio [NaCl]) a 38°C y transportados al laboratorio en menos de dos horas.
Obtencion de complejo-ovocito-cumulo (COC).

Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados 2 veces con SSF 0.9% a 38°C.
Posteriormente fueron depositados en una charola de diseccion (Figura 5) y
trabajados dentro de la campana de flujo laminar (TELSTAR-AV 30/70).

Los COC fueron obtenidos por aspiracion del liquido folicular de foliculos de 3 a 8

mm con una jeringa de 10 ml sin caucho en el émbolo (Norm-Ject ®) y con una

aguja de 18 g (SensiMedical®), el liquido folicular se depositdé en tubos conicos de
50 ml (SPL) previamente cubiertos con papel aluminio para protegerlos de la luz.
Posteriormente, el liquido folicular se dejé sedimentar por 20 minutos dentro de una
incubadora automatica (SANYO MCO18AIC) a 38.5°C y una atmoésfera de 5% de
CO2, y humedad al 100%. Trascurrido el tiempo se retir6 el sobrenadante y se realizé
un primer lavado con 3 ml de medio TL-HEPES-PVA (In Vitro), se dejé sedimentar
durante 15 minutos adicionales, se retir0 el sobrenadante y se realizé un segundo
lavado en las mismas condiciones antes mencionadas, repitiendo una vez mas
(Figura 6) .
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Figura 5. Ovarios de cerda en fresco obtenidos de
rastro (Foto propia, tomada en el laboratorio 2 de

la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria
(UIM), FESC, UNAM, 2023).

4

Figura 6. Liquido folicular dentro
de tubo cdénico de 50 ml

(Foto propia, tomada en el
laboratorio 2 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria
(UIM), FESC, UNAM, 2023).

La pastilla obtenida, fue colocada en una caja de Petri de 10x10 (BD), con ayuda de

un microscopio estereoscopico (Leica) se seleccionaron los COC de calidad 1y 2,

segun la clasificacion de De Loos et al. (1989).

Maduracioén in vitro.

Los COC fueron lavados 3 veces en gotas de 500 pl de medio de maduracion TCM-
199 con bicarbonato y sales de Earle (In Vitro) y depositados al azar en cajas de 4
pozos (NUNC), las cuales previamente fueron preparadas como se menciona

acontinuacion.

Para ésta etapa se conto con 4 grupos experimentales: Grupo control (GC), el cual
contiene 500 pl de medio de maduracion y 0 uM de MLT. Grupo experimental 1
(GE1) con 500 pl de medio de maduracion y 1uM de MLT. Grupo experimental 2
(GE2), con 500 ul de medio de maduracion y 3 uM de MLT y por ultimo el grupo
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experimental 3 (GE3) con 500 pl de medio de maduraciéon y 5 uM de MLT. Todos
los pozos fueron cubiertos con 200 pl de aceite mineral (SIGMA-ALDRICH) para
evitar la deshidratacion. La maduracion in vitro se llevo a cabo en un ambiente de
38.5°C, con una atmosfera de 5% de CO2y humedad al 100% durante 44 horas.

Fijacion para técnica de aceto-orceina (Maduracion)

Después de la maduracion in vitro, los COC fueron denudados utilizando un agitador
Vértex anélogo (Scientific Industries), para ello los COC de cada grupo fueron
colocados en tubos conicos de 15 ml (SPL-Life Sciences) con 1 ml de solucién TL-
HEPES-PVA a temperatura ambiente. Los tubos cénicos con los COC fueron
colocados en el agitador vértex durante 90 segundos a velocidad maxima. Una vez
transcurrido el tiempo, los COC ya denudados fueron colocados en cajas de Petri
de 5x5 cm (BD). Se observaron debajo del microscopio estereoscopico (Leica) para

poder recuperar los COC ya sin ninguna célula de la granulosa adherida.

Para observar el grado de maduracion de los COC expuestos a diferentes
concentraciones de MLT se utilizd la tincibn de aceto-orceina al 1%.
Aproximadamente 20 COC de cada grupo fueron colocados en un portaobjetos
(LAUKA) con una gota de medio TL-HEPES-PVA vy fueron cubiertos con un

cubreobjetos (VELAB) mismo que en cada esquina tenia una mezcla de parafina 'y

cera en proporcion 3:1 la cual fungia como pegamento.

Los COC prensados fueron sumergidos en una solucién de acido acético glacial (JT
Baker) y etanol (HIGH PURITY) a una proporcion de 1:3 durante 48 horas, dentro

de una campana de extraccion.

Posteriormente los portaobjetos fueron secados por el reverso con papel
absorbente y colocados en el microscopio Optico con el objetivo de 4x (Leica DM
1000 LED) para teilir los ovocitos con orceina al 1% (SIGMA-ALDRICH). A
continuacion se realizd con una solucién de enjuague que contenia agua, acido
acético glacial y etanol a una proporcion 3:1:1, y se deja reposar por 3 minutos, una

vez transcurrido el tiempo se procedié a hacer el analisis de maduracion.




Los ovocitos se clasificaron en cuatro categorias; vesicula germinal (VG), metafase
I (MI), metafase Il (MIl) e indefinidos.

Tincion Azul Tripan (Viabilidad)

En esta etapa fueron denudados de 10 a 15 COC de cada grupo, utilizando el mismo

procedimiento antes mencionado.

Posteriormente en una caja de Petri de 10x10 cm (BD) los ovocitos fueron colocados
en una gota que contenia 10 pl de tincion azul tripdn y 100 pl de medio de
maduracion (TCM-199) a 38°C, durante 5 minutos. Posteriormente, los ovocitos

fueron lavados en una gota de medio de maduracién durante 1 minuto.

Los ovocitos fueron colocados en un portaobjetos cubierto con un cubreobjetos y se

observaron bajo un microscopio 6ptico (LEICA) a 10x y 20x.

Los ovocitos no viables presentaron una coloracién azul en todas las estructuras
mientras que los ovocitos viables mostraron un citoplasma traslicido y la zona

peltcida presentd una ligera coloracién azul.

Segunda parte

Una vez que se finaliz6 el andlisis de la maduracion in vitro en COC se llevo a cabo

el trabajo hasta desarrollo embrionario. Para este fin, la primera parte hasta
maduracion del ovocito se llevo a cabo de la misma forma como fue descrita lineas

arriba.
Fecundacioén in vitro

Transcurridas las 44 horas de maduracion in vitro, los COC fueron denudados de
forma mecanica utilizando una micropipeta eppendorf de 200 upl (GILSON).
Posteriormente los COC fueron colocados en cajas de 4 pozos (una caja por
tratamiento) con 500 pl de medio de fertilizacion (Medio mTBM) (In Vitro) adicionado
con albumina de suero bovino sin acidos grasos al 4% (SIGMA-ALDRICH) y
cubiertos por 200 pl de aceite mineral. Cabe sefalar que para la fertilizacién in vitro

el medio de fertilizacién no fue suplementado con melatonina.




Preparacion del semen.

El semen fue adquirido del Centro Genético Porcino A.C., en el centro Ganadero de
Cuautitlan lzcalli y conservado por 2 dias a una temperatura promedio de 17°C.

La calidad de semen fue analizada por medio de la motilidad progresiva que
presentaron los espermatozoides. Para ello, en una laminilla se colocé una gota de
10 pL de semen refrigerado previamente atemperado a 38°C utilizando un bafio
termorregulador. Con el microscopio éptico a 10X se obtuvo el porcentaje de
motilidad progresiva. La muestra era utilizada solo si presentaba el 60% o mas de

motilidad progresiva.

Posteriormente, en un tubo conico de 15 ml se colocé 1 ml de semen y 1 ml de
medio Sperm (In Vitro) y fue centrifugado a 700 gravedades por 20 minutos. Una
vez finalizada la centrifugacion se desecho el sobrenadante y la pastilla fue colocada

en un tubo de vidrio de 5ml con medio de fertilizacion atemperado (In Vitro).

Para conocer la concentracion espermatica de la muestra se utilizé una camara de
Neubauer (Hausser Scientific). Se realizaron los conteos y por medio de una formula

matematica se obtuvo el nimero de ul necesario para realizar la inseminacion a una

concentracion de 1 x 10° espermatozoides/ ml.

La coincubacion espermatozoides y COC se llevd a cabo durante 7 horas a una
temperatura de 38.5°C, una atmésfera con 5% de CO2 y humedad a saturacion.

Desarrollo embrionario

Después de 7 horas de co-incubacion entre espermatozoides y ovocitos, los
posibles cigotos fueron colocados en medio de desarrollo NCSU (IN VITRO)
suplementado con albumina de suero bovino con acidos grasos al 4% fraccion V
(SIGMA-ALDRICH) y melatonina, teniendo 4 grupos de estudio; Grupo control (GC)
con 500 ul de medio de desarrollo y 0 uM de melatonina; Grupo experimental 1
(GE1) con 500 pl de medio de desarrolloy 1uM de MLT; Grupo experimental 2 (GE2)
con 500 ul de medio de desarrollo y 3 uM de MLT y por altimo el grupo experimental
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3 (GE3) con 500 ul de medio de desarrollo 5 pM de MLT. Todos los pozos fueron

cubiertos con 200 ul de aceite mineral (IN VITRO).

El desarrollo embrionario in vitro se llevd a cabo en una temperatura de 38.5°C, con
una atmosfera de 5% de CO2 y 95% de aire y humedad al 100% durante 8 dias

Evaluaciéon del desarrollo embrionario in vitro.

Transcurridos los 8 dias, los embriones fueron evaluados morfolégicamente. Para
considerar que un embrién fuera viable y de buena calidad, se verific que el estadio
de desarrollo correspondiera con el dia de cultivo. Ademas, que la zona pellcida
estuviera intacta y que el citoplasma de cada blastbmero fuera homogéneo. Con

esto se obtuvieron los porcentajes de desarrollo embrionario en los estadios de

segmentacion (2,4,8 y 16 blastobmeros), mérula y blastocistos.




ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa estadistico SPSS
v15.0 (2006, Chicago, USA)

Los datos fueron analizados mediante ANOVA y prueba de Tukey, las cuales
ayudan a comparar la varianza entre las medias de diferentes grupos y, de ser el
caso, comparar entre éstos las medias que difieren. Previamente, los datos fueron

transformados al arcoseno para normalizarlos.

Los resultados fueron expresados como la media * error estandar de la media. El

nivel de significancia fue establecido en P<0.05.
RESULTADOS

Para evaluar el efecto de las 4 diferentes concentraciones de MLT utilizadas (O, 1,
3y 5 uM) durante la maduracion, se llevaron a cabo 6 réplicas (n=1142 COC).

Los ovocitos en la etapa de maduracion fueron clasificados de la siguiente forma:

» Vesicula germinal: Ovocitos con citoplasma homogéneo, zona pellcida

completa y homogénea y nucleo visible, redondeado y aumentado de
tamafo, ademas de ser granulado y estar posicionado en el centro (o mas
cerca de é€l) del citoplasma (Figura 7 A).

Metafase I: Ovocitos con citoplasma homogéneo, zona pelicida completa y
homogénea y ndcleo visible, redondeado, ligeramente aumentado de
tamafio, granular y desplazado hacia la periferia sin llegar a tocar la
membrana plasmatica (Figura 7 B).

Metafase Il: Ovocitos con citoplasma homogéneo, zona pellcida completa
y homogénea y nucleo visible, compacto y desplazado hacia la periferia,
puede o no estar en contacto con la membrana plasmatica y se observa el
primer cuerpo polar dentro o fuera de la membrana plasméatica (en el espacio
perivitelino) (Figura 7 C).

Ovocitos indefinidos: Ovocitos con células de la granulosa adheridas a la

superficie del ovocito que impiden observar el nucleo y citoplasma del




ovocito, ovocitos rotos, con el citoplasma y/o membrana plasmatica y/o zona

pellcida rotos que no permiten observar el nlcleo o sus caracteristicas.

A

e

Figura 7. Ovocitos en diferentes etapas de maduracion. Tincion de aceto-orceina
al 1%.

A) Ovocito en vesicula germinal. 40x. La flecha sefiala el nucleo del ovocito en
proceso de maduracion.

B) Ovocito en metafase I. 20x. La flecha de color negro indica el nucleo del
ovocito desplazado ligeramente a la periferia del citoplasma. La flecha de color
azul indica el nucleo de las células de la granulosa.

C) Ovocito en Metafase Il con cuerpo polar. 40x. La flecha sefiala el primer
cuerpo polar, signo de maduracién del ovocito.

(Foto propia, tomada en el laboratorio 2 de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria (UIM), FESC, UNAM, 2023).




En la tabla 1 se muestran los porcentajes de maduracion in vitro de COC expuestos

a las diferentes concentraciones (0, 1, 3y 5 uM) de MLT y tal como lo podemos

observar, estadisticamente, no se obtuvieron diferencias significativas en ninguna

de las variables examinadas (p<0.05) entre los diferentes tratamientos.

GRUPO
GCOpM 269
GE11pM 289
GE23puM 306

GE35uM 278

VG

8.7+x1.72

6.2+1.25

8.6 +1.22

10.3 + 2.60

n= NUmero de COC analizados por grupo.
VG= Vesicula germinal, Ml= Metafase |, MIl= Metafase II.
Los valores son expresados como media + error estandar. No se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre tratamientos.

Mi

29.8 + 2.58

33.7+1.98

35.2+1.73

295+441

Mil

34.5+2.46

45.9+5.70

40.7 + 4.7

43.7 + 6.46

INDEFINIDOS

26.8 £ 5.62

14 +5.18

15.2 +3.10

16.3+6.78

En el caso de la viabilidad, los resultados fueron obtenidos después de 7 réplicas

(n=365 ovocitos).

Para esta etapa, los ovocitos, se clasificaron en los siguientes dos grupos:

» Ovocitos no viables: Ovocitos que al estar en contacto con la tincion Azul

Tripan su citoplasma fue tefiido por completo debido al dafio en la membrana

plasmatica (Figura 8 A).

» Ovocitos viables: Ovocitos que al estar en contacto con la tincion Azul

Tripan su citoplasma no era tefido, ya que el colorante no penetrd

considerando una membrana plasmaética intacta. (Figura 8 B).




Figura 8. Ovocitos tefiidos con azul tripdn después de 44 horas de maduracion.
Objetivo 10x. A. Ovocito no viable. B. Ovocito viable. (Foto propia, tomada en el
laboratorio 2 de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM), FESC, UNAM, 2023).

La tabla 2 muestra los resultados en los porcentajes de viabilidad, en donde no se
encontré diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos con el uso de la MLT a
diferentes concentraciones.
Tabla 2. Porcentaje de viabilidad en ovocitos de cerda expuestos a
diferentes concentraciones de MLT.

Grupo N Porcentaje de viabilidad

GC (0 um) 87 85.4 £ 4.02

GE1 (1 pM) 95 80.9+4.94

GE2 (3 uM) 87 84.4 + 4.43
GE3 (5 uM 96 85.0 + 4.0

n= Numero de COC incubados por grupo.
Los valores estan expresados como media * error estandar. No se observaron diferencias
significativas (p<0.05) entre los diferentes tratamientos.

Para la segunda etapa de la investigacion, que consistioé en exponer a los embriones
a diferentes concentraciones de MLT (0, 1, 3 y 5 uM) durante 7 dias, se realizaron

6 réplicas (N= 1312 embriones), y se obtuvieron los porcentajes de desarrollo

embrionario in vitro.




Los estadios que se pueden encontrar a lo largo del desarrollo embrionario son:

Ovocitos no fertilizados y degenerados: Ovocitos que no lograron ser
fertilizados por los espermatozoides, cominmente estan rodeados de éstos
altimos (Figura 9 A).

Morulas tempranas: Embriones que constan de diferente numero de
blastémeros y un citoplasma homogéneo. Los blastémeros deben ser del
mismo tamafo entre ellos y la zona pellcida permanece intacta. Estos
embriones son comunmente encontrados en los primeros dias (2-5 dias
aproximadamente) después de la fertilizacion in vitro, encontrarlos en dias
posteriores indica que se quedaron detenidos en esa fase y que
posiblemente no son viables (Figura 9 B).

Moérulas tardias: Embriones donde los blastdmeros no pueden ser contados
a simple vista, ocupan la mayor cantidad en el espacio citoplasmatico y
cuentan con una zona peldcida transparente, homogénea e intacta.

Blastocistos: Embriones cuyos blastbmeros son mas compactos. Existen

dos tipos de blastocistos; los tempranos (figura 9 C) cuyos blastémeros

comienzan a agruparse pero que aun estan ocupando la mayor parte del
espacio citoplasmatico; y los tardios, donde se puede observar con mas

detalle el grupo de blastémeros que dara paso a la masa celular interna.




Figura 9. Ovocito no fertilizado y diferentes estadios
embrionarios en cerdo. 20x.
A. Ovocito no fertilizado. La flecha roja sefiala la cabeza de un
espermatozoide que no logr6 fecundar al ovocito.
B. Moérula temprana. La flecha azul sefiala a uno de los
blastomeros del embrién.
C. Blastocisto temprano: La flecha negra sefiala la linea de
células del trofoblasto. La flecha naranja sefiala el espacio que
formara el blastocele. La flecha roja sefiala el conjunto de células
gue dara paso a la masa celular interna. (Foto propia, tomada
en el laboratorio 2 de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria (UIM), FESC, UNAM, 2023).

En la etapa de desarrollo embrionario, en donde cada grupo fue suplementado con

las diferentes concentraciones de MLT, el porcentaje de embriones que llegaron
hasta blastocisto y moérulas no fueron diferentes significativamente (p<0.05), tal

COMo se muestra a continuacién en la tabla 3.




Grupo
GC (0 u™m)
n=336

GE1 (1uM)
n=340

GE2 (3 uM)
n=316

GE3 (5 uM)
n=320

Segmentacion

17.7 £4.53

12.1+4.03

18.8 +4.53

7.9+3.92

Morulas

16.6 +6.37

16.7 £+ 4.36

119+2.21

11.5+2.52

Blastocitos

14.4 +2.33

26.9 £ 9.57

21.2+4.43

159+3.11

n= NUmero de COC incubados por grupo.

Los valores estdn expresados en promedio  error estandar. No se observé diferencia
significativa (p<0.05) entre los tratamientos suplementados con diferentes concentraciones
de MLT.




DISCUSION

La produccion de embriones mediante FIV puede ofrecer una gran ayuda a los
programas de mejora y conservacion del patrimonio genético, al permitir la

utilizacion de gametos que, de otro modo, serian inviables (Gadea et al., 1998).

En la ganaderia y la medicina veterinaria, la industria porcina es considerablemente
importante, siendo la gestion de la productividad de los cerdos un aspecto clave en

esta Ultima categoria (Dongjin et al., 2023). Ademas, los cerdos producidos in vitro

también pueden servir como donantes de Organos adecuados en la medicina

regenerativa y los modelos de enfermedades humanas debido a las similitudes
genéticas, anatomicas Y fisioldgicas entre ellos y los humanos (Hryhorowicz et al.,
2017).

Sin embargo, se sabe que el micro ambiente en el que se encuentran incubados
tanto los COC como los embriones de cualquier especie, puede ser afectado debido
a la presencia de multiples factores estresantes no fisiol6gicos, uno de los ejemplos
mas comunes es el de la produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Brown et al., 2017). Por lo tanto, para tratar de contrarrestar este tipo de
efectos adversos, diversos autores sugieren la adicién de sustancias antioxidantes

para que los dafos causados por los ROS disminuyan.

Como se ha demostrado, la melatonina, ademas de ser una hormona esencial para
la regulacién del ritmo circadiano y circanual, ésta ha sido descrita en diversos
trabajos por sus funciones como captador directo de radicales libres, es decir, como
antioxidante (De Teresa et al., 2008, Medrano et al., 2017, Martinez 2020).

Aungue la melatonina se describié por primera vez como una hormona secretada
por la glandula pineal (llinait, 2012), se tiene registro de que ésta hormona es
producida en diversos organos, tal es el caso del ovario, en donde ayuda en la
maduracién folicular y la preservacién del ovocito antes y durante la ovulacién
(Macedo, 2017).

Shi y colaboradores (2009) realizaron un estudio para conocer las concentraciones

de melatonina dentro de los foliculos de cerda, para lo cual clasificaron los foliculos
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en 3 grupos segun el diametro folicular, los foliculos mas pequefios (3 mm) tuvieron
un promedio de 20 pg/ml, los foliculos medianos (4-8 mm), tuvieron un promedio de
11 pg/ml de MLT vy los foliculos mas grandes (>8mm) tuvieron concentraciones

promedio de 10 pg/ml de MLT.

Gracias a la informacion anterior y tomando en cuenta que la MLT es necesaria para
la maduracion del COC, en el presente trabajo se investigaron los posibles efectos
de la melatonina a las concentraciones de 0, 1, 3 y 5 UM, en las etapas de
maduracion in vitro del COC y durante el desarrollo embrionario in vitro, ya que
sabemos que son fases cruciales si el objetivo final es el de obtener embriones de
buena calidad.

Zhao y colaboradores (2022), mencionan que en cerdos, la capacidad de desarrollo
de los embriones depende principalmente de la calidad de los COC. Por lo tanto, la
menor tasa de desarrollo de los COC derivados de la maduracion in vitro indica que
habra una menor tasa de blastocistos desarrollados. Por lo anterior, en ésta
investigacion solo fueron seleccionados los COC de mejor calidad, de acuerdo a la

clasificacion De Loos et al. (1989).

Sin embargo, las concentraciones utilizadas en el presente trabajo han demostrado
no tener ningun efecto significativo con respecto al porcentaje de maduracion del
ovocito, tal como lo indican Takada et al., (2010), Pirela et al. (2017), y Méndez et
al., (2020), respectivamente, quienes, aun adicionando cantidades menores de
melatonina (0.01 uM) en sus experimentos sobre la maduracion in vitro y la tasa de
escision de embriones bovinos no obtuvieron resultados significativos. Si bien,
bovinos y cerdos no son la misma especie, la melatonina esta presente en ambos
mamiferos (asi como en algunos otros como los equinos, ovinos y caprinos, etc.) de
forma natural como una de las hormonas reguladoras de la GnRH (Gigli et al., 2006)
por lo tanto, se cree que su uso dentro de la FIV formaria parte importante dentro
de la mejora en el aumento de la maduracion del COC principalmente.

En cambio, un experimento realizado con ovocitos de ovejas por Casao y

colaboradores (2010), demostraron que adicionando al medio de maduracién una

concentracion igual (10 M) al GE1 de la presente investigacion, obtuvieron un
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mayor porcentaje de maduracion con respecto a su grupo control (82.5% vs 73.7%),
siendo 45.9% de maduracion el porcentaje obtenido en nuestra investigacion. Sin
embargo, en esa misma investigacion, los autores mencionan que una cantidad mas
alta de melatonina en el medio de maduracién (10-°M) no tuvo ninguna diferencia
significativa entre tratamientos. Ademas, Soto (2019), reitera que el efecto de la
adicion de la melatonina al medio de maduracion es positivo, tal como lo mencioné
Casao, sin embargo, Soto en su experimento con la especie ovina, adiciond una
concentracion mas baja de melatonina (10-’M) en donde se pudo observar su efecto
hasta el desarrollo embrionario, pues obtuvieron un mayor porcentaje de embriones
que llegaron a dividirse hasta la etapa de blastocisto con respecto al grupo control
(28.9% vs. 11.7%). A diferencia de lo que hicieron Casao y Soto, en este trabajo
evaluamos el porcentaje de maduracion, antes de realizar la fertilizacién y el

desarrollo embrionario.

En cuanto a la especie porcina, estudios realizados por Shi et al. (2009) y Do et al.
(2015), tuvieron diferencias significativas en la tasa de blastocistos al adicionar a los
medios de maduracion y fertilizacion MLT. En el primer caso, el mayor porcentaje
de blastocistos obtenidos fue con la concentraciéon de 10°M de MLT adicionada
tanto en el medio de maduracién como en el de fertilizacion, con respecto al grupo
control (34 + 6.2% vs 19 + 2.2%). Mientras que Do y colaboradores (2015), al
agregar 10-1*M de MLT al medio de maduracién obtuvieron un porcentaje de 10.7%
de blastocistos contra 4.2% de blastocistos en el grupo control (con ausencia de

melatonina). Si bien, en la presente investigacion no se obtuvieron diferencias

significativas entre tratamientos, al utilizar la concentracion de 1 uM (10°M)

obtuvimos el mayor porcentaje de blastocistos (26.9 + 9.57%) el cual es superior
con respecto a los datos de Do y colaboradores, sin embargo, hay que tomar en
cuenta que dicho autor solo utilizé la MLT en el medio de maduracion, mientras que
nosotros la afiadimos tanto en el medio de maduracién como en el de desarrollo

embrionario.

Cabe resaltar que ambos autores (Shi et al., 2009 y Do et al., 2015), obtuvieron

embriones partenogenéticos, es decir, no utilizaron la fertilizacion in vitro




convencional, por lo tanto, no tuvieron la variable del estado del espermatozoide, lo

cual afectaria directamente el porcentaje del desarrollo embrionario.

Ademas de lo anterior, en ésta investigacion el porcentaje mas alto de maduracion
de los COC fue de 45% y se obtuvo del GE1 en donde el medio de maduracién fue
adicionado con 1 uM de MLT, siendo un porcentaje muy bajo con respecto al
experimento que realizaron Ducolomb y colaboradores (2005), quienes, sin la
adicion de MLT obtuvieron poco mas del 80% de maduracion ovocitaria completa.
Cabe destacar que en ésta investigacion no se usaron ningun otro tipo de hormonas
(como LH y FSH) como en el caso del trabajo presentado por Ducolomb, esto con
la finalidad de saber si la MLT por si sola podia causar un efecto positivo directo
sobre el ovocito (y posteriormente el embrion) sin la adicion de alguna otra hormona
y asi poder evitar el uso de éstas ultimas para un mayor aprovechamiento de los

recursos.

Con respecto a la viabilidad del ovocito después de la maduracion, en la actualidad,

no hay estudios en donde, al adicionar MLT, se haya tomado en cuenta ésta

variable, y, aunque al realizarlo en ésta investigacion, tampoco existio diferencia

significativa entre grupos, se sugiere que al tener un porcentaje mayor del 85% de
viabilidad dentro de los mismos, la MLT pudo ejercer algun tipo de accién

antioxidante o citoprotectora dentro del ovocito para aumentar su viabilidad.

Debido a que la mayoria de los experimentos antes mencionados que obtuvieron
una diferencia significativa positiva con la adicion de la MLT al medio de
maduracion, tenian concentraciones de ésta hormona menores a las utilizadas en
la presente investigacion, podemos sugerir que un aumento en la concentracion de

melatonina afecta negativamente en la maduracion del ovocito.

Lo anterior se puede sustentar ya que probablemente, la MLT, al ser un
antioxidante, actué de manera abrupta disminuyendo por completo (0 muy por
debajo de las concentraciones fisiol6gicas) los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS), ya que, si tomamos en cuenta lo mencionado por Agarwal y

colaboradores en 2005, los ROS a nivel fisiologico tienen un papel en la modulacion




de funciones reproductivas fisiologicas, como la maduracion de ovocitos, la

esteroidogénesis ovarica, la funcion del cuerpo luteo y la lutedlisis.

Es importante destacar que la melatonina como antioxidante tiene 3 mecanismos
de accion en mamiferos los cuales son: unirse directamente a sus receptores (MT1
[expresado en tejido nervioso, 6érganos como testiculo y ovarios, asi como en las
células del cumulo de ovocitos], MT2 [se expresa en el nucleo supraquiasmatico,
hipotalamo, hipdfisis, testiculos, retina y glandula mamaria] y MT3 [encontrado en
higado, rifidn, corazén, tejido adiposo, cerebro y retina]), actuar mediado por la
interaccion con proteinas intracelulares y el de secuestrar directamente a los
radicales libres mediante la donacion de electrones (Tan et al., 2002 y Sanchez,
2014).

En el caso de los ratones, al suplementar el medio de desarrollo embrionario con
una concentracion igual a la utilizada en el GE1 del presente experimento mejoro
significativamente el porcentaje de desarrollo hasta blastocisto con respecto al
grupo control (17.5 vs 8.8%), sin embargo, con esa misma concentracion nuestros
resultados fueron mayores (26.9%) en cuanto al porcentaje de blastocistos
obtenidos (Ishizuka et al., 2002).

De igual forma, en la produccién in vitro de embriones caprinos, Chaya en 2016

adicioné a los medios de maduracién y desarrollo embrionario in vitro una

concentracion mas baja de MLT (10°M) que las utilizadas en éste experimento,

teniendo como resultado un aumento significativo en el porcentaje de blastocistos
que fueron incubados con MLT con respecto al grupo control (34,57% vs. 17,39%).
Comparando esos datos con los obtenidos en ésta investigacion nos damos cuenta
gue el porcentaje mas alto de blastocistos fue del 26.9%, siendo menor que el de

dicho autor.

Autores como Currin y colaboradores en 2022, también obtuvieron altas tasas de
escision y de desarrollo embrionario hasta blastocisto en porcinos con respecto a
su grupo control (83.2% vs 67%) utilizando una concentracion de MLT de 100 nM.
Tomando en cuenta que la concentracion es 10 veces menor a la concentracion

mas baja utilizada en la presente investigacion, se puede suponer que esa haya
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sido la razon por la cual obtuvimos un porcentaje mas bajo de blastulacion al saturar

los medios con dicha hormona.

Para finalizar, debemos tomar en cuenta que las células de la granulosa poseen
receptores especificos para MLT (Casao, 2011), por lo tanto podriamos pensar que
ese sea el mecanismo de accién por el cual actua dicha hormona en la etapa de
maduracion, sin embargo, para el caso del desarrollo embrionario al no existir
receptores para MLT en las estructuras del embrion, se sugieren dos vias de accion;
0 bien, actia la MLT como secuestrador directo de los ROS dentro del medio de
desarrollo embrionario, o, ejerce un efecto directo y especifico en el interior de la
mitocondria, ya que, al ser la mitocondria un organelo captador de MLT, ésta actia
disminuyendo el consumo de oxigeno en la mitocondria, manteniendo el control

respiratorio aumentando la actividad de los complejos respiratorios y por lo tanto

elevando el ATP disminuyendo con eso el escape de electrones y de produccion de

02 y de H202 (Acufa et al., 2009) actuando asi como un citoprotector mitocondrial,
lo cual beneficiaria al embrion directamente. Traspolando la misma informacion
hacia la viabilidad del COC, podemos especular que sea ésta la via por la cual actu6
la MLT y que gracias a ello los porcentajes de viabilidad ovocitaria obtenidos en este
trabajo fueron altos.

CONCLUSIONES

Las diferentes concentraciones de MLT utilizadas en ésta investigacién (0,1, 3y 5
UM) no tuvieron ningun efecto al utilizarse como suplemento dentro de los medios

durante de las etapas de maduracion in vitro y el desarrollo embrionario en cerdos.

Sin embargo, no se descarta que el uso de la MLT favorezca a los COC o embriones
de cerdo, esto por su potencial accion antioxidante durante cualquiera de las etapas
de la FIV. Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios para conocer la
concentracion ideal de Melatonina, que permita aumentar los porcentajes de
maduraciéon y desarrollo embrionario in vitro en cerdos, asi como el conocer su

funcién fisiolégica en el COC y en el embrion.
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