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RESUMEN
RUIZ GALVEZ KARLA VANESA. Comparacion del uso de jalea real de Apis mellifera

como reemplazo del suero fetal bovino durante la maduracion in vitro de ovocitos de ovinos
colectados en época reproductiva y anestro estacional (bajo la direccion de MVZ PhD Hilda
Morayma Guerrero Netro, MPA Juan Alberto Balcazar Sanchez y M en MVZ Angélica

Daniela Reyes Perea).

La maduracion in vitro (IVM) de ovocitos es el primer paso para la produccion de embriones
in vitro (IVEP) en cualquier especie. Sin embargo, en pequefios rumiantes estos procesos
continuan siendo ineficientes, por lo que es importante actualizar los protocolos existentes
de IVM de acuerdo con las necesidades productivas y reproductivas de esta especie, tomando
en cuenta las posibles variables fisiologicas, siendo una de las mas importantes la
estacionalidad y su efecto sobre la calidad folicular y por ende de los ovocitos, la cual
disminuye durante el anestro debido al decremento en la produccion de gonadotropinas. En
los protocolos de IVM, es comun suplementar al medio con suero fetal bovino (FBS); sin
embargo, su uso representa desventajas desde el punto de vista bioldgico-celular, como es
que no todas las sustancias presentes en el FBS se han identificado y de las que si han sido
identificadas, la funcion en las células cultivadas no estd clara por lo que es preciso
desarrollar estrategias para reducir o reemplazar su uso. La jalea real (JR) es un producto de
la secrecion de las glandulas hipo-faringeas y mandibulares de las abejas (Apis mellifera), se
ha reportado que in vitro, posee actividad estrogénica similares a los producidos por 1783-
estradiol (E2), lo cual se ha comprobado mejora la maduracion citoplasmatica que es
necesaria para la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano, adicionalmente la JR
posee gonadotropinas y aminoacidos que promueven la actividad enzimatica para la
expansion de las células del cumulus, proceso necesario para la maduracidén ovocitaria, lo
anterior ha demostrado aumentar la tasa de maduracion de ovocitos al incorporarla en medios
de maduracion convencionales. El objetivo general del presente trabajo fue comparar la tasa
de maduracion de ovocitos de ovinos utilizando un medio de maduracién convencional
adicionado con FBS o adicionado con JR, en ovocitos recolectados en anestro estacional y
época reproductiva. Se obtuvieron ovarios del rastro TIF 412 de Querétaro durante la época
de anestro y del rastro TIF 462 de Zacatecas durante la época reproductiva. Se realiz6 la [VM
con ambos tratamientos y se evaluo el grado de maduracion alcanzado a las 2, 6, 12 y 27
horas. La tasa de maduracioén de ovocitos en la época de anestro reproductivo obtenida fue
del 66% en el grupo adicionado con JR y del 28.3% utilizando FBS, mientras que en época
reproductiva se obtuvo un 80% y 60% respectivamente. Los resultados anteriores mostraron
una diferencia significativa (P<0.05) entre ambas épocas utilizando FBS, mientras que la
comparacion entre los resultados obtenidos con JR no presentaron diferencias significativas
(P>0.05), demostrando que la JR funciona como reemplazo para el FBS independientemente
de la época en la que se colecten los ovocitos. Estos hallazgos resaltan la importancia de
continuar estudiando los efectos moleculares de ambos tratamientos en el futuro.



INTRODUCCION

La maduracion de ovocitos se refiere al proceso en el que la célula germinal completa la
primera division meidtica con la formacion del primer cuerpo polar y la generacion de
ovocitos en metafase II (1). In vitro, este proceso se realiza con ovocitos recuperados de
foliculos preantrales antes de alcanzar las etapas de seleccion y dominancia (2). La
maduracion in vitro IVM es una técnica bien establecida y ampliamente aplicada para la
produccion de embriones in vitro de animales de produccion (3). In vivo, los ovocitos son
rodeados por células del cumulus (CC), las cuales canalizan metabolitos y nutrientes al
ovocito, estimulan la ruptura de la vesicula germinal y el inicio de la metafase II. Estos
procesos son necesarios para el ovocito durante el proceso de maduracion (4,5), por lo que,
uno de los principales indicadores de maduracion es la expansion de las CC que rodean al

ovocito (1).

La estacionalidad de la reproduccion en algunas especies, es un mecanismo de adaptacion
desarrollado como estrategia para minimizar el impacto negativo del ambiente en la
supervivencia de las crias (6). En ovinos, los procesos reproductivos son dependientes de la
estacionalidad, presentando una fase de anestro estacional durante los dias largos, y una
época reproductiva durante los dias cortos (7-10). Estudios previos han demostrado que la
estacionalidad esta relacionada directamente con la calidad ovocitaria, lo cual tiene un
impacto directo en la eficiencia de produccion de embriones in vitro (11,12). Se ha reportado
en ovocitos de ovinos madurados y fertilizados in vitro en ambas épocas del afio
(reproductiva y anestro), una tasa de desarrollo embrionario de 42% durante época
reproductiva en comparacion con 37% durante la época de anestro (12,13), lo cual indica que
al realizar produccion de embriones in vitro de ovocitos recuperados durante época de anestro
es posible encontrar una reduccion significativa en el nimero de blastocistos viables,

independientemente de las condiciones del medio de maduracién (12).

En la IVM es comun suplementar los medios con suero fetal bovino (FBS) (14). EL FBS
contiene hormonas, vitaminas, proteinas de transporte y factores de crecimiento, estos
ultimos tienen un papel importante en la regulacion de la maduracion de los ovocitos,

particularmente a través de las CC (15). Sin embargo, el uso del FBS en los cultivos celulares



también tiene desventajas, ya que es una mezcla de componentes con variaciones cualitativas
y cuantitativas, de acuerdo con la diversidad estacional y geografica entre cada lote.
Asimismo, desde aspectos de bioseguridad, el FBS puede contener factores adversos, como

endotoxinas, contaminantes virales o proteinas pridnicas (16,17).

La jalea real (JR) es producto de la secrecion de las glandulas hipo-faringeas y mandibulares
de las abejas productoras de miel (Apis mellifera) (18). La composicion general de la JR es
67% agua, 12.5% proteina cruda, 11% monosacaridos y 5% é&cidos grasos (19). Se han
documentado impactos positivos de su uso en productos médicos por su funcion antioxidante,
antimicrobiana, antitumoral, antinflamatoria y como inmunomodulador, acciones que han
beneficiado la salud humana y animal (20). Asimismo, se ha reportado que esta mezcla de
nutrientes, contiene testosterona y actividad estrogénica con efectos in vivo e in vitro
similares a los producidos por 17 beta-estradiol (E2) (21,22). Las propiedades de la JR en
reproduccion se han probado experimentalmente dando como resultado un incremento en la
tasa de maduracion de ovocitos en cabras (23), un aumento en la capacidad de congelacion
espermatica en bufalos (24) y en la disminucion de la infertilidad estacional en conejos
(18,19). En este trabajo se evaluo la tasa de maduracion de ovocitos de oveja utilizando la

JR como sustituto del FBS en ovocitos colectados durante época reproductiva y de anestro.



REVISION DE LITERATURA

Anatomia del aparato reproductor de la oveja

El aparato reproductor de la oveja posee genitales externos (labios vulvares, clitoris) e
internos (vagina, cérvix, utero, oviductos y ovarios) (25). La vulva estd formada por dos
labios compuestos por tejido adiposo y porciones del musculo constrictor de la vulva cubierto
de piel. Los labios estan diferenciados por las comisuras ventral y dorsal. El clitoris es el
organo homologo al pene y posee tejido eréctil. El vestibulo vaginal se localiza craneal al
clitoris, esta cubierto por epitelio escamoso estratificado y abundantes glandulas mucosas

localizadas a lo largo del orificio uretral (25).

La porcion tubular del tracto reproductivo (vagina, cérvix, utero y oviducto), se compone por
una capa externa serosa, dos capas de tejido muscular, una submucosa y una capa mucosa.
La vagina se localiza craneal al vestibulo y esta revestida por epitelio escamoso estratificado

(25,26).

El cérvix se inicia en una ligera depresion en la porcion mas craneal de la vagina. El cérvix
es una estructura fibrosa tubular, compuesta principalmente por tejido conectivo con una
capa serosa externa y un epitelio interno hacia el lumen. El lumen es tortuoso debido a la
presencia de 4 a 7 pliegues transversales sinuosos que proveen una barrera fisica para

contaminantes externos (27,28).

Cranealmente al cérvix se encuentra el cuerpo uterino. La oveja tiene un utero bicornual
compuesto de un cuerpo uterino corto (1 a 2 cm de longitud) y dos cuernos con una longitud
de 10-12 cm que en estado no gravido se encuentran ligeramente enrollados y caen sobre el
canal pélvico. La capa serosa del ttero es sostenida en la cavidad abdominal por el ligamento
ancho, el cual es altamente vascular y se divide en mesovario, que sostiene al ovario;
mesosalpinx, que soporta al oviducto y mesometrio, que sostiene al tero. Los oviductos se

unen a los cuernos uterinos en la bursa ovarica que en ovejas es abierta y ancha (26) (Figura

).
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Figura 1. Anatomia reproductiva de la oveja.
Modificado de O’Neal, (2015).

Los ovarios en la oveja son pequefios (1.5 a 2 cm) y ovales cubiertos parcialmente por la

bursa ovarica.

El ovario

Los ovarios de los pequefios rumiantes se describen como en forma de almendra, miden en
promedio de 10-22 mm (29,30) y estan sujetos al ligamento ancho por el mesovario. El ovario
se divide en dos partes funcionales que son la corteza y la médula. El ovario presenta epitelio
germinal en la superficie de la corteza ovéarica que estd cubierto con epitelio cubico simple,
ademads posee una capsula con un revestimiento denso de tejido conectivo irregular llamado

tunica albuginea (31).

En el estroma de la médula se organizan vasos sanguineos y nervios que radian hacia la

corteza. La corteza es una estructura dindmica con diversas estructuras, entre ellas se



encuentran foliculos y cuerpos luteos (CL). La mayoria de los foliculos en el ovario no estan
en desarrollo y se les conoce como primordiales, una vez que un foliculo primordial ha sido
reclutado para desarrollarse, su tamafio, estructura y posicion en la corteza comienzan a
cambiar drasticamente, durante este proceso, el foliculo pasa por tres etapas de desarrollo:
foliculo primario, secundario, terciario o de Graaf (Figura 2) (32). Durante la época
reproductiva o la gestacion de la oveja, los ovarios pueden presentar foliculos en dichas
etapas y uno o mas cuerpos liteos (CL) (25), mientras que durante la época de anestro,
podemos observar sélo foliculos pequefios y atrésicos (33).

cuerpo

albicans cuerpo liteo

vasos

sanguineos cuerpo luteo

temprano

Foliculo

cuerpo
hemorréagico

ovulacion

Foliculos

r
en desarrollo maduro

antro

. Foliculo de Graff
folicular

Figura 2: Anatomia ovarica

Modelo de ovario mostrando el progreso de las etapas foliculares y
desarrollo Ititeo. Modificado de Netter, F. (1997)

El foliculo

El foliculo ovarico es la unidad fundamental de ovario, contiene al ovocito que
eventualmente serd ovulado, fertilizado y formara al embriéon. Ademads, provee hormonas
esteroides y proteicas requeridas para el mantenimiento del ciclo estral, que inducen las
caracteristicas de receptividad sexual hacia el macho y la preparacion del utero para la

implantacion del embrion (34).



Los foliculos ovaricos se constituyen por las células de la teca, granulosa y el ovocito, cada
una de éstas células tiene funciones especificas durante la foliculogénesis, estereidogénesis
y ovogénesis (35,36). El ovocito se encuentra rodeado por una capa de células de la
granulosa, que cambia morfoldgicamente y prolifera cuando el ovocito inicia el proceso de
foliculogénesis, junto con las células de la teca son encargadas de la sintesis de hormonas
esteroides (37). Las células de la teca derivan de células mesenquimales y se dividen en 2
subpoblaciones que se disponen en dos capas, la interna y externa (35). La teca externa esta
compuesta principalmente por tejido conectivo que rodea y sostiene al foliculo antral (38,39)

(Figura 3).

Células membranales

de la granulosa ~_ Células de la teca

intersticiales

Antro con liquido
folicular
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Tejido conectivo Capilares

Céulas de la granulosa Zona pelucida

de la corona radiata
Células del cumulus
Lamina basal

Figura 3. El foliculo

Diagrama de corte transversal mostrando los componentes celulares de un
foliculo de Graaf. Adaptado de Erickson GF, (1983).

Las células de la teca interna presentan receptores a la hormona luteinizante (LH), mientras
que las células de la granulosa presentan receptores a la hormona foliculoestimulante (FSH)
durante la etapa preantral del desarrollo folicular. LH estimula la produccion de androgenos,
mientras que FSH induce la expresion de la enzima aromatasa (P450) para convertir los
androgenos a estrona y 17 B estradiol en las células de la granulosa (40,41), a su vez los

androgenos estimulan la accion de FSH en los foliculos al incrementar la expresion de sus



receptores dando lugar a la proliferacion de P450 por parte de las células de la granulosa y el

crecimiento folicular (42—45) (Figura 4).
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Figura 4. Esteroidogénesis

Comunicacion entre las células de la teca, granulosa y ovocito para la
produccion de E2, modificado de Ketter L et al. (1994).

Asimismo, la interaccion entre las células somadticas y el ovocito tiene un rol critico en el
desarrollo folicular, incluyendo su activacion, crecimiento y diferenciacion (46—49), esta
interaccion inicia cuando el ovocito produce el factor de crecimiento / diferenciacion 9 (GDF-
9) que es miembro de la familia de los factores de crecimiento transformante B (TGF-B)
(50,51) y que estimula el reclutamiento, proliferacion y diferenciacion de las células de la
teca, incrementando la expresion de P450; a su vez el GDF-9 estimula la proliferacion de las

células de la granulosa, asi como la expansion de las células del cumulus (CC) (52).



Ovogénesis y foliculogénesis

Los ovocitos se originan de las células germinales primordiales durante el desarrollo
embrionario a partir del mesodermo, este proceso es regulado por proteinas morfogénicas
6seas (BMP) de origen endodérmico como es BMP2 y ectodérmico BMP4, BMP8b (53-55).
Las células germinales primordiales migran a la cresta genital donde proliferan por mitosis
para formar a las oogonias (56), posteriormente inician su division meiotica, dando lugar a
los ovocitos primarios (57). La primera etapa de la meiosis es la profase en la cual se realiza
el emparejamiento de cromosomas homologos y la recombinacion del material genético, esta
fase estd compuesta por las etapas preloteno, leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno,
cuando los ovocitos llegan a la etapa de diploteno la primera division meidtica tiene una
pausa prolongada llamada dictioteno (58). Durante este periodo inicia la formacién de
foliculos primordiales formados por ovocitos primarios que son rodeados por células

somaticas (pre-granulosa) (56).

Los foliculos primordiales constituyen el reservorio total de células germinales disponibles
durante la vida reproductiva de las hembras (56), estos foliculos estan constituidos por un
ovocito pausado en la etapa de dictioteno de la primera meiosis, una monocapa de células de
la granulosa aplanadas y una lamina basal delgada. Los foliculos primordiales son reclutados
en cohortes para dar lugar a la foliculogénesis, la primera parte de este proceso puede
definirse como crecimiento preantral, el cual es independiente de gonadotropinas y durante
el cual, ocurre el reclutamiento de un grupo de foliculos primordiales, el ovocito crece y se
diferencia, ademas de que se desarrollan los receptores para FSH y LH en las células de la

granulosa y de la teca, respectivamente (31,56).

La transicion de foliculo primordial a primario se encuentra regulado negativamente por la
expresion de la hormona antimiilleriana (AMH) por parte de las células de la granulosa, este
efecto negativo es necesario para mantener el balance entre el nimero de foliculos
primordiales reclutados para su transicion a foliculo primario y los que se mantienen en
reservorio (59,60). Morfologicamente la transicion de foliculo primordial a primario consiste

en el cambio de la capa de células de la granulosa de aplanadas a cuboides (61,62), asi como



de la activacion del genoma del ovocito para que éste inicie su desarrollo (63,64). A
diferencia del foliculo primordial, el foliculo primario expresa receptores para FSH en las
células de la granulosa, posee uniones tipo gap entre las células de la granulosa y el ovocito,
estas uniones estdn formadas por proteinas llamadas conexinas (Cx), de las cuales la Cx37
es la mas relevante para el transporte de aminoacidos, metabolitos de glucosa y nucle6tidos
para el crecimiento y funcionamiento del ovocito (49,65), en esta etapa incrementa el nimero
de mitocondrias en el ovocito, lo que refleja el aumento de requisitos energéticos por parte
de la célula (66). A partir de la etapa de foliculo primario se le conoce como etapa tonica,
debido a que el desarrollo folicular depende principalmente de la secrecion de
gonadotropinas. A pesar de ello, el ovocito regula la funciéon de las gonadotropinas dentro
del foliculo, por lo tanto, para que se lleve a cabo un desarrollo folicular normal se debe tener
una correcta secrecion de gonadotropinas, ademas de un ovocito con adecuado nivel de

maduracion (67).

El cambio del foliculo primario a secundario estd regulado por factores producidos por los
ovocitos (67), estos factores son GDF-9 que se encarga de la transicion de los foliculos desde
de su etapa primaria (52,68) y BMP-15 que estimula la proliferacion de las células de la
granulosa, ambos factores son necesarios durante el resto del desarrollo folicular y la
ovulaciéon (56). Morfologicamente, el foliculo secundario consiste en un ovocito mas
desarrollado con granulos corticales formados en el citoplasma, la deposicion inicial de la
zona pelucida (ZP) (66), més de dos capas de células de la granulosa y el desarrollo de la

capa de células de la teca interna junto con el inicio de la angiogénsis (31).

Durante el desarrollo tardio del foliculo secundario comienza a acumularse liquido entre las
células de la granulosa, dando lugar al antro folicular, las células de la granulosa se
diferencian a células del cumulus y células murales, estos cambios dan origen al foliculo
terciario, también llamado foliculo de Graaf (56,69). Los ovocitos en etapa de foliculo
terciario temprano presentan al menos un nucleolo activo con pequefias vacuolas (70). Las
proteinas que participan en esta etapa son activinas e inhibinas, también pertenecientes a la

familia de las TGFB; la activina disminuye conforme la diferenciacion de las células de la
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granulosa y el desarrollo folicular aumentan, mientras que la inhibina predomina después de

la seleccion folicular y su diferenciacion a foliculo antral (71,72).

Bajo la influencia de gonadotropinas, los foliculos sintetizan hormonas esteroides
principalmente andrégenos y estrogenos, los cuales contribuyen al desarrollo folicular
induciendo la proliferacion y diferenciacion de los receptores a androgenos y a estrégenos,
respectivamente (72,73). Una de las funciones principales de las células de la granulosa es
la sintesis de estradiol por accion de P450, que a su vez incrementa la respuesta de las células
de granulosa a gonadotropinas (74). Durante la etapa antral, el GDF-9 y la BMP-15 regulan
la funcion de las células del cumulus, reduciendo su apoptosis e inhibiendo la produccion de
progesterona inducida por FSH, evitando asi la atresia del foliculo y previniendo su
luteinizacion prematura. En estos foliculos, el ovocito continlia su crecimiento y presenta

modificacion, proliferacion y redistribucion de sus organelos (70).

Finalmente, el foliculo preovulatorio contiene un ovocito maduro apto al momento de la
ovulacién que es inducida por LH. Cuando se presenta el pico de LH el foliculo continta su
crecimiento y el ovocito concluye su maduracion, la cual estd caracterizada por la expansion
de las CC y que es promovida por la expresion de los genes hialuronano sintasa 2 (Has2),

prostaglandina-endoperoxidosintasa 2 (Ptgs2) y GREMI1 (75) (Figura 5).
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Figura 5. Foliculogénesis y ovogénesis

Modificado de: Sanchez F (2012)
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Junto con la maduracién del ovocito ocurre la ruptura entre la comunicacion de células de la
corona radiada y la membrana del ovocito (70), dando lugar a la liberacion del COC, en esta
etapa los cromosomas del ovocito se condensan y progresan a la etapa final de la meiosis I
para detenerse en la metafase II (MII) (66,76). Posterior a la ovulacion, las células de la
granulosa y de la teca se diferencian a células luteas, dando origen al CL encargado de la

produccion de progesterona (P4) (77).

Maduracion del ovocito
El ciclo celular meiotico de los ovocitos inicia durante la etapa fetal, en la que se detiene en
la fase de diploteno de la profase I y se reinicia al alcanzar la pubertad en respuesta al pico

preovulatorio de LH dando lugar a la maduracion celular (78).

La maduracion del ovocito consiste en que el ovocito primario reinicie su division meidtica,
la termine e inicie la segunda meiosis hasta la metafase II (MII), esta maduracion se divide
en nuclear y citoplasmatica. La maduracion nuclear inicia con la ruptura de la vesicula
germinal (GVBD) y requiere de la activacion de sintesis de proteinas. In vivo, el pico de LH
es la sefial para iniciar la maduraciéon y la GVBD, que es caracterizada por la condensacion
gradual de la cromatina y la desintegracion de la membrana nuclear, estos procesos son
regulados por el factor promotor de la maduracion (MPF) y la proteina cinasa activada por

mitégeno (ERK1/2) (79).

Por otra parte, la maduracion citoplasmatica incluye aquellos eventos que otorgan al ovocito
la capacidad de completar la maduraciéon nuclear, la fertilizacion y la embriogénesis
temprana. En términos generales, implica modificacion del citoesqueleto, la acumulacion de
ARNm, sintesis de proteinas, sustratos y nutrientes que se requieren para lograr que los

ovocitos tenga la capacidad de ser fertilizado y dar lugar a un embridn viable (78—80).

Factores involucrados en la reanudacion de la meiosis
La competencia meiotica se refiere a la capacidad del ovocito para reiniciar la meiosis, esta
competencia es adquirida en una etapa temprana cuando el ovocito ain no ha alcanzado su

desarrollo, por lo tanto, debe mantenerse en etapa de vesicula germinal (VG) hasta completar
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su maduraciéon (56). Los ovocitos se mantienen en esta etapa debido a los altos niveles
intracelulares de adenosin monofostato ciclico (¢cAMP), el cual es enviado al ovocito por
parte de las CC a través de las uniones gap (81). La interaccion entre el precursor del péptido
natriurético C (CNP), producido por las células murales, y su receptor (NPR2) presente en
las CC, induce la conversion de guanosin 5’ trifosfato (GTP) a guanosin monofosfato cicliclo
(cGMP), que también es transferido al ovocito por uniones gap. El cGMP previene la
activacion de la fosfodiesterasa (PDE3) en el ovocito inhibiendo la hidrdlisis de cAMP,
manteniendo sus niveles elevados (82). Cuando se da el pico preovulatorio de LH se estimula
la activacion de la proteina cinasa A (PKA) la cual induce péptidos similares al factor de
crecimiento epidermal (EGF-like) que activan a ERK1/2, el cual bloquea la comunicacién
entre el ovocito y las células de cumulus, ocasionando una disminucion en los niveles de
cGMP y por lo tanto de cAMP (83). A su vez ERK1/2 estimula la expresion de las enzimas
Has2, Ptx3 y Tnfaip6 para la produccion de acido hialurdnico que activa la expansion de las

CC (84-86) (Figura 6).
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Figura 6. Factores para la activacion de la meiosis

Modificado de Sanchez F. (2012).
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Complejo células del cumulus — ovocito (COC)

La VG presente en los foliculos antrales contiene factores reguladores de la funcion de las
CC (87), antes del pico de LH los ovocitos son los encargados de estimular la proliferacion
y diferenciacion de las células de la granulosa a células del cumulus y a células murales
(88,89), ademas de regular la actividad metabdlica en el COC. Las uniones gap para la
comunicacion y transporte de aminoacidos y metabolitos en el COC, son formadas por
conexinas (Cx), las Cx mas importantes entre las células de la granulosa es la Cx43 y entre

las células de la granulosa y el ovocito es la Cx37 (90,91).

La expansion de las células del cumulus se denomina mucificacién y el inicio de su
formacion/expansion depende de la estimulacion de gonadotropinas y de sefiales paracrinas
dadas por el ovocito, principalmente por la secrecion de factores facilitadores de la expansion
del cumulo (CEEFs) como son el GDF-9 y la BMP-15, que actian a través de segundos
mensajeros SMAD2/3 y SMADI1/5/8 facilitando la respuesta a gonadotropinas. La
mucificacion y expansion de las CC en respuesta al pico de LH en la maduracion in vivo, es
absolutamente necesaria para la ovulacion y la fecundacion, y por lo tanto, es el principal

indicador morfologico de maduracion del ovocito (56,92,93).

Endocrinologia reproductiva

El sistema reproductivo esta conformado por el eje hipotdlamo-hipofisis-gonadal (Figura 7),

asi como los tejidos blanco de las hormonas esteroideas secretadas por las gonadas (94).

Los eventos reproductivos en mamiferos son controlados a través de la liberacion de LH y
FSH por parte de la adenohipofisis, en respuesta a la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por parte del hipotalamo (94). El centro ténico mantiene un patrén
de secrecion constante de GnRH, mientras que el centro ciclico presente tinicamente en las
hembras, es responsable del pico de LH en respuesta a un incremento de las concentraciones
de E2. A su vez, la secrecion de GnRH es modulada por kisspeptina de manera positiva,

mientras que la hormona inhibidora de gonadotropinas (GnIH) actiia directamente sobre los
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gonadotropos inhibiendo la secrecion de LH y FSH, e indirectamente a nivel hipotalamico

sobre las neuronas GnRH (94).

Las gonadotropinas a su vez estimulan la produccion de proteinas, factores de crecimiento y
hormonas en las génadas, dentro de estas ultimas, estimulan la produccidon de esteroides
(estrogenos, progesterona y testosterona) que regulan a su vez la produccion de LH y FSH,
asi como el comportamiento reproductivo de los animales. En el ovario, la LH induce el
desarrollo final y ovulacion del foliculo dominante, asi como la formacion del CL que
producird P4; por su parte, la FSH lleva a cabo el reclutamiento de los foliculos y estimula

su crecimiento (38).
Otras hormonas importantes para la reproducciéon son producidas por el utero, como la

prostaglandina F2a (PGF2a), que mantiene la ciclicidad reproductiva del animal por su

accion luteolitica sobre el CL (94).
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Figura 7. Eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal

Modificado de: Crowe M (2016).

Ciclo estral

La actividad reproductiva de las ovejas durante el afo, se divide en una época reproductiva
que ocurre durante los dias cortos y la presentacion de un anestro estacional que se da durante
los dias largos (10,95,96). El ciclo estral est4 asociado a una secuencia de eventos endocrinos
regulados por la produccion hipotalamica de GnRH, la secrecion FSH y LH por la
adenohipdfisis, el desarrollo de foliculos antrales que producen E2 e inhibina, el CL que

secreta progesterona y oxitocina, y la secrecion de PGF2a por parte del endometrio (97).

El ciclo estral se divide en una fase folicular; en la cual se lleva a cabo el reclutamiento de
nuevos foliculos que se desarrollan y maduran para dar lugar a la ovulacion (98). Inicialmente
los foliculos antrales son expuestos a estimulacion de FHS y LH, el proceso del desarrollo
de los foliculos candidatos a ovulacion se conoce como reclutamiento, posteriormente uno a
tres foliculos contintia su maduracion mientras que los demés degeneran, a este proceso se le

llama seleccion y como consecuencia uno o mas de estos foliculos se vuelve dominante (99).
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Y en una fase lutea, en la que ocurre la luteinizacion del foliculo ovulado para formar el CL,
que durante esta fase tiene su mayor funcionalidad y subsecuente regresion cuando la hembra
no esta gestante (Figura 8) (38,99), durante esta fase hay crecimiento folicular, sin embargo,

no ocurre la ovulacion (25).
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Figura 8. Oleadas foliculares y niveles hormonales durante el ciclo estral de
la oveja.

Modificado de Bartlewski et. al (2011).

A su vez, el ciclo se divide en cuatro etapas; proestro, estro, metaestro y diestro. El proestro
dura 2 dias en promedio e inicia cuando las concentraciones de P4 del ciclo anterior
disminuyen a niveles basales debido a la regresion del CL. Durante esta etapa las
concentraciones de E2 aumentan simultineamente con el desarrollo del foliculo dominante

(100).

Conforme el ciclo avanza hacia el estro, que en la oveja dura 30 horas en promedio, los
foliculos mas grandes de la oleada folicular inducida por FSH comienzan a producir mas E2.

El hipotadlamo secreta GnRH que resulta en un pico de LH producido por la hipéfisis. El pico
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de LH ocurre 9 horas después de iniciado el estro, durante esta etapa se presenta el
comportamiento de receptividad sexual de la oveja debido a que el E2 alcanza sus maximos
niveles y en conjunto con LH, inducen la ovulacion. Las ovejas ovulan a las 14 a 26 horas

después del pico de LH (25,38).

Después del estro, la hembra entra en la etapa de metaestro que dura de 3 a 5 dias, los niveles
de E2 empiezan a disminuir y las concentraciones de P4 se incrementan debido a su sintesis
en el CL, el cual se forma en el ovario en el lugar donde ocurre la ovulacion. La estructura
inicial que se forma para dar lugar al CL es el cuerpo hemorragico (CH), que durante esta

etapa alcanza aproximadamente los 6 mm de diametro (38,101).

A partir del dia 3 y hasta el dia 7 post-ovulacion el CL incrementa la produccion y secrecion
de P4 alcanzando sus maximos niveles, mientras que el E2 presenta sus niveles mas bajos,
posteriormente las concentraciones plasmaticas de P4 se mantendran constantes hasta el dia

12 (102).

El CL del ciclo estral de la oveja se forma principalmente por la accion de LH, la cual
desencadena una cascada de cambios funcionales en las células de la teca y de la granulosa
de los foliculos (103). El CL alcanza su tamafio maximo (11-14mm) durante el diestro (101)
y si la hembra esta gestante, el CL se mantiene por el reconocimiento materno de la gestacion;
de no ser asi, ocurre la lueolisis del CL y la hembra entra en proestro, las concentraciones de
P4 disminuyen, se desarrolla una nueva oleada folicular y se incrementan los niveles de E2

(38).

La regresion del CL ocurre abruptamente entre los dias 12-15 después de la ovulacion y en
rumiantes, el factor luteolitico que desencadena este evento es la PGF2a, la cual es secretada
por las glandulas endometriales del utero (104,105). Al final del diestro, el E2 folicular
estimula la sintesis y secrecion de PGF2a y promueve la formacion de receptores a oxitocina
en el endometrio (105). La oxitocina regula la secrecion de PGF2a al establecerse una
retroalimentacion positiva entre ambas hormonas y que finalmente termina con la lisis del

CL (106).
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Etapa Proestro Estro Metaestro | Diestro

Duracion |2 dias 15-45h 3-5 dias 7-10 dias

Cuadro 1. Duracion de las etapas del ciclo estral en ovinos.

(Bartlewski et. al, 2011)

Estacionalidad reproductiva en la oveja

El anestro es una condicion ocasionada por diferentes factores como son la gestacion,
lactacion, estrés, patologias y estacionalidad (38). El anestro por estacionalidad reproductiva
es un mecanismo de adaptacion desarrollado como estrategia para minimizar el impacto
negativo del ambiente en la supervivencia de las crias (6). En la oveja, la estacionalidad se
caracteriza por cambios endocrinos, ovaricos y de comportamiento, que definen dos
periodos: una época reproductiva durante los dias cortos, en la que se presentan intervalos
regulares y sucesivos de comportamiento de receptividad sexual y la ovulacion, y un anestro

estacional durante dias largos, en el que cesa la actividad reproductiva (Figura 9) (38,95).
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Figura 9. Ciclo anual reproductivo en ovinos

Calendario anual esquematizando el incremento de horas liz durante la
época de anestro en los meses de marzo a septiembre, y la disminucion de
horas luz durante la época reproductiva en los meses de octubre a febrero.

La estacionalidad esta regulada ambientalmente por el fotoperiodo, el cual permite
determinar el momento 6ptimo para la reproduccion (6). Los ovinos detectan las variaciones
anuales en la duracion del fotoperiodo a nivel central y transforman la sefial de la luz en una
senal hormonal a través de la sintesis y secrecion de melatonina (9,107—110), en este proceso
la luz es captada por la retina del ojo, el hipotdlamo capta la sefial en el ntcleo
supraquiasmatico (NSQ) transformandola en una sefial quimica para la liberacion de
noradrenalina (NA), la cual es captada por receptores alfa y beta adrenérgicos en la
membrana celular de los pinealocitos de la glandula pineal, induciendo la sintesis de la N-
acetil-transferasa, enzima necesaria para la produccion de melatonina a partir del triptéfano

(Figura 10) (6).
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Figura 10. Sintesis de melatonina

Esquema del proceso de sintesis de melatonina a partir de la disminucién en
la cantidad horas luz, y sus efectos sobre el eje hipotalamico-hipofisiario-
gonadal.

En los pequeios rumiantes la amplitud en la secrecién de melatonina durante los dias con
menos horas luz es interpretada como una sefial inductora de la reproduccion, estimulando la
secrecion pulsatil de GnRH y provocando una disminucion en la sensibilidad hipotalamica
al efecto de retroalimentacion negativa de E2 (111), a su vez la duracion de la secrecion de
melatonina regula la secrecion de dopamina, a menor duracion en la secrecion de melatonina
durante los dias largos se induce la sintesis de dopamina ocasionando el anestro estacional,
mientras que, durante los dias cortos la mayor duracion en la sintesis y secrecion de
melatonina inhibe la produccion de dopamina, con el subsecuente restablecimiento de la

actividad estral y la ovulacion (108,109).

El control de la secrecion de GnRH como consecuencia de la regulacion por el fotoperiodo
estd mediado por las neuronas de kisspeptina (112,113) en respuesta al estimulo de dopamina

sobre estas neuronas (114). Existen dos poblaciones de neuronas kisspeptina que regulan la
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funcién esteroidea de las gonadas, una es la poblacion en el nucleo arcuato (ARC) que
median la retroalimentacion negativa, la otra es la poblacion del nicleo anteroventral
periventricular (AVP) necesaria para la retroalimentacion positiva de E2 sobre GnRH y por
lo tanto el pico de LH, en ovinos estos cambios en la secrecion de GnRH se dan en respuesta
a E2, que durante el anestro estacional tiene una retroalimentacion negativa sobre GnRH,
mientras que en época reproductiva actlia positivamente en la secrecion de GnRH.

(8,107,115,116) (Figura 11).
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Figura 11. Comparacion en la sensibilidad del hipotidlamo a la
retroalimentacion de estradiol.

Adaptado de Arroyo (2010).
Reproduccion asistida en ovinos

Para aumentar la productividad en la industria de pequefios rumiantes, es necesario mejorar
la seleccion y el potencial genético de estos animales. Entre las técnicas reproductivas mas
comunes para este fin, se encuentra la inseminacién artificial (IA) que permite acelerar el

mejoramiento genético a partir del aprovechamiento de machos seleccionados. Otra de las
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técnicas aplicadas, es la produccion in vivo de embriones que en la actualidad consiste en la
superovulacion y transferencia de embriones, siendo la principal de las técnicas reproductivas
planteadas en los ultimos afios (117). Por otra parte, la produccién in vitro de embriones
(IVEP), consiste en la maduracion y fertilizacion de ovocitos, cultivo y transferencia de
embriones, la IVEP puede realizarse a partir de ovocitos recuperados por laparoscopia
directamente de ovarios de ovejas tratadas o no hormonalmente, o bien postmortem,
recuperando las células de ovarios de animales de rastro, sin embargo, estos procesos siguen
siendo ineficientes en ovinos. Aproximadamente entre el 50 y 70% de los ovocitos que se
someten a [VM alcanzan la maduracion, del 50 al 80% de los ovocitos que son fertilizados
in vitro, sélo el 20-50% llega a la etapa de clivaje, de los cuales del 20-50% alcanzan la etapa

de blastocisto al dia 7a 8 (11,118).

El proceso para la produccion in vitro de embriones utiliza técnicas necesarias para
desarrollar otras biotecnologias como la clonacién, ademas se han propuesto como una
estrategia valiosa para la conservacion de especies en peligro de extincion. Por otra parte,
dan acceso a investigaciones fundamentales sobre el ciclo celular y las regulaciones de la
expresion génica no sélo en ovinos, sino como modelo animal para investigaciones
biotecnologicas aplicables en medicina humana u otras especies. Estas técnicas reproductivas
son extremadamente versatiles, por lo que se han estudiado intensamente en los tltimos afios,
sin embargo, las tasas de éxito aiin estan lejos de las que se obtienen in vivo (119-121), y por
ello resulta necesario encontrar soluciones para mejorar los resultados adquiridos con estas

tecnologias.

Maduracion de ovocitos in vitro

Para que los ovocitos adquieran su capacidad de ser fertilizados, deben pasar por el proceso
de maduracién nuclear y citoplasmatica, proceso en el cual liberan su primer cuerpo polar y
llegan a MII (122). La IVM se realiza en ovocitos recuperados de foliculos preantrales antes
de alcanzar las etapas de seleccion y dominancia (2) y es un paso clave para la obtencion de
ovocitos de buena calidad que puedan ser fertilizados. A pesar de que se han utilizado
diferentes medios de maduracion, el medio cominmente utilizado en pequefios rumiantes es

el medio de cultivo de tejidos 199 (TCM199) amortiguado con sales de Earle, este medio
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provee fuentes de energia, carbono, aminodcidos, vitaminas, minerales y es comunmente
adicionado con piruvato, l-glutamina, factores de crecimiento y hormonas como FSH y LH

(3,120,123).

In vivo, la maduracion de ovocitos ocurre por mecanismos endocrinos del eje hipotalamo-
hipofisis-génada y por reguladores locales autocrinos o paracrinos que actuan a nivel
folicular. In vitro, la adiciéon de hormonas gonadotropicas exogenas a los medios de
maduracion incrementa el numero de ovocitos que alcanzan la MII, por lo que se han
utilizado diferentes fuentes de hormonas gonadotrdpicas en la IVM de ovocitos de ovejas,

como FSH, LH, gonadotropina corionica equina (¢CG) o humana (hCG) y E2 (124).

Otro suplemento comun en los medios de maduracion son los sueros, como el suero ovino,
suero fetal bovino (FBS) o suero humano, estos sueros contienen sustancias benéficas para
el desarrollo de embriones de ovocitos madurados in vitro, como son factores de crecimiento
y componentes que favorecen la expansion de las CC, sin embargo, estos sueros contienen

una concentracion variable de moléculas que siguen sin identificarse (125).

Por su parte, la relacion entre el ovocito y el foliculo se lleva a cabo por las CC que forman
proyecciones hacia la ZP y proveen una ruta de comunicacion intercelular entre las células
somaticas y el ovocito, ademas de que proveen nutrientes y energia al ovocito para estimular
la VGBD y el desarrollo a MII (5), por sus funciones, el grado de expansion de las CC puede
ser utilizado como un indicador morfoldgico de la maduracion del ovocito al igual que la
presencia del primer cuerpo polar, ya que es un indicador de la maduracion nuclear y

citoplasmatica (79).

Suero fetal bovino (FBS)

El suero corresponde a la parte liquida de la sangre sin células, plaquetas ni factores de
coagulacion. Para la produccion de cultivos celulares in vitro, como el cultivo de fibroblastos,
células madre mesenquimales, células MDCK, MDBK, VERO y ovocitos, es comun utilizar

FBS como suplemento, el cual se extrae de la sangre de fetos de hembras gestantes que llegan
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a rastro por término de su vida productiva o por afectaciones de salud no infecciosas (126).
(14,127-129). EL FBS contiene hormonas, vitaminas, proteinas de transporte y factores de
crecimiento, estos ultimos tienen un papel importante en la regulacion de la maduracion de

los ovocitos, particularmente a través de las CC (Cuadro 2).

En la IVM, el FBS favorece la expansion de las CC, previene el endurecimiento de la ZP
debido a que proporciona factores hormonales que estimulan el crecimiento y la proliferacion
celular, activa proteinas de transporte para hormonas y tiene propiedades antioxidantes
(15,17,130), por lo anterior, utilizar medios suplementados con FBS reduce la necesidad de
dedicar tiempo y esfuerzo a desarrollar una formulacion de medio optimizada y especifica
para cada tipo celular, pero también por esta razon tiene la desventaja de contaminarse con

agentes biologicos (17).

Componente [1/100 ml Rango
Proteina total (3.8 ¢ 32-7
Albumina 23¢g 2-3.6
Endotoxina 0.36 ng / ml 0.01-10
Hemoglobina 11.3 mg 2.4-18.1
Colesterol 31 mg 12.0-63
Glucosa 125 mg 85 - 247
Insulina 10 uU/ml 6.0-14
PGE 591 ng/ml 0.5-30.5
PGF 12.33 ng / ml 3.8-42

Cuadro 2. Composicion del suero fetal bovino

Desventajas del FBS

Existen diversos problemas relacionados con la suplementacion del FBS en los cultivos
celulares, uno de ellos es que puede interferir con la estabilidad celular genotipica al aumentar
la presencia de puentes nucleoplasmaticos que conllevan a la muerte celular por apoptosis,
kariolisis, picnolisis y necrosis (130,131). El FBS puede suprimir la propagacion celular y
diferenciacion de los tejidos en IVC de embriones de ratones (132), ademas de que puede

estar contaminado con bacterias, micoplasmas, levaduras, hongos, inmunoglobulinas,
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endotoxinas y virus, de hecho se ha reportado que el 50% de FBS comercial, resulta positivo
a alguno o mas de los siguientes virus; diarrea viral bovina (DVB), rinotraqueitis infecciosa
bovina (IBR), parainfluenza 3 (PI3), rabia, reovirus 3 (REO3), adenovirus bovino (BAV),
parvovirus bovino (BPV), virus respiratorio sincitial bovino (BRSV), entre otros (133). Estas
sustancias no deseadas pueden afectar los experimentos cientificos y la produccion masiva
de proteinas (130). Por tanto, los aspectos de seguridad, cientificos y éticos son incentivos

para desarrollar y utilizar medios libres de FBS.

Jalea Real

Durante los ultimos afios se ha incrementado la aplicacion de productos apicolas como la
miel, el polen, el propdleo y la jalea real (JR) en la medicina. Actualmente, muchos estudios

estan dirigidos a investigar sus propiedades farmacoldgicas debido a su eficacia (20).

La JR es una secrecion viscosa de color amarillo-blanquecina (134,135) producto de la
secrecion de las glandulas hipo-faringeas y mandibulares de las abejas obreras productoras
de miel (Apis mellifera) (21,22), se le han atribuido muchas actividades farmacoldgicas,

como efectos antibacterianos, antitumorales, antiinflamatorios ¢ inmunomoduladores.

Propiedades de la jalea real

La jalea real (JR) es un material viscoso parcialmente soluble en agua con una densidad de
1.1g/ml. Es una fuente rica en proteinas (27-41%), aminoacidos esenciales, carbohidratos
(30%), acidos grasos lipidicos (8-19%), fitoesteroles, carotenos, flavonoides, vitaminas y
minerales (20). Los aminoéacidos predominantes en la JR son lisina, fenilalanina, serina,
prolina, aspartato, arginina, cisteina y dacido glutdmico (136), contiene diferentes
componentes como péptidos, acetilcolina y hormonas (gonadotropinas, prolactina,
testosterona, estradiol y progesterona) (134). Es rica en minerales como hierro, potasio, acido
folico, tiamina, niacina, acido pantoténico, riboflavina, piridoxina y betacarotenos (20). Los
lipidos representan del 3% a 19% del peso seco de 1a JR (136) y son los segundos compuestos

bioactivos mas importantes después de las proteinas, su composicion lipidica consta de
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acidos grasos, lipidos fenolicos, fosfolipidos y esteroides (137). Por otra parte, posee

carbohidratos como la fructosa, glucosa y sacarosa (Cuadro 3) (134).

Componente [ ] mg/100g
Proteina total 27-41%
Carbohidratos 30%
Acidos grasos 8-19%
Glucosa 3.4-7.7%
Fructosa 2.3-7.8%
Potasio 200-1000
Magnesio 20-100
Hierro 1.0-11
Zinc 0.7-8
Cobre 0.33-1.6
Tiamina 0.1-1.7
Riboflavina 0.5-2.5
Niacina 4.5-19
Acido pantoténico  |3.6-23
Piridoxina 0.2-5.5
Biotina 0.15-0.55

Cuadro 3. Composicion quimica de la jalea real

Uso de jalea real en reproduccion

Numerosas investigaciones afirman impactos positivos de la JR sobre la eficiencia
reproductiva y la regulacion hormonal de los animales (138,139). La JR tiene una accion
estrogénica similar a las hormonas esteroides exogenas que actllan sobre receptores
especificos de tejidos reproductivos (139) con efectos in vivo e in vitro similares a los
producidos por 17 beta-estradiol (E2) (21,22), adicionalmente a su composicion estrogénica,
se ha reportado que la JR posee gonadotropinas y aminodcidos esenciales que aumentan la
actividad enzimatica para la sintesis de acido hialurénico, el cual es necesario para la
expansion de las CC (24). Otra caracteristica relevante del uso de JR en la reproduccion son
sus propiedades antioxidantes, que protegen los gametos masculinos y femeninos al reducir

la expresion de marcadores moleculares asociados al estrés oxidativo (140), en un estudio se
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comprobo que la administracién de JR por via muscular en ovejas tiene un comportamiento
similar al producido por la gonadotropina coridnica equina (eCG) durante la sincronizacion
de estros, sugiriendo que este efecto de la JR es debido a su rico contenido nutricional y

hormonal, capaz de ejercer una accion directa en la funcidn ovarica (141).

Las propiedades de la JR en reproduccion se han comprobado experimentalmente en el
incremento en la tasa de maduracion de ovocitos en cabras (23), como alternativa del uso
de progestagenos para la sincronizacién de estros en cabras (156) y se ha reportado un efecto
positivo en la respuesta a estros, el porcentaje de gestacion y paricion al administrarse por
via muscular en ovejas (142). Adicionalmente, aumenta la capacidad de congelacion
espermatica en bufalos (24), disminuye la infertilidad estacional en conejos (18,19) y por su
composicion quimica especialmente aminoacidos, minerales (Ca, K, Mg, Na) y vitaminas (C
y E), juega un papel importante en el mantenimiento de la integridad de las membranas

celulares (143).

Por todo lo anterior descrito, en este trabajo se evaluard la tasa de maduracion de ovocitos de
oveja utilizando JR como sustituto del FBS en ovocitos colectados durante la época

reproductiva y el anestro estacional.

JUSTIFICACION

LaIVM es el primer paso dentro de las tecnologias reproductivas para la IVEP, en los tltimos
afios se ha adoptado a la IVEP como una herramienta para el mejoramiento del valor genético
y de la eficiencia reproductiva en la produccion animal especialmente en bovinos, ademas de
emplearse para la preservacion de especies en peligro de extincion. Sin embargo, aun existe
alta variabilidad en los resultados de estas tecnologias y se hace necesario optimizar los
procedimientos para mejorar la respuesta en otras especies de importancia productiva y
econdmica como son los pequefios rumiantes. En diferentes biotecnologias, incluyendo la

IVM, se ha empleado el FBS como un suplemento para promover el crecimiento y
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proliferacion celular, sin embargo, su uso es motivo de controversia debido a la variabilidad
en su composicion entre lotes, el desconocimiento de todos sus componentes y la falta de
claridad del efecto que tiene cada uno en las células, asimismo, es altamente probable que
los lotes de FBS estén contaminados por agentes bioldgicos y que su método de coleccion
represente un conflicto ético. Como consecuencia de lo anterior es preciso desarrollar
estrategias para reducir o reemplazar el FBS en los medios de cultivo celulares, lo que nos
exige encontrar fuentes accesibles que proporcionen los nutrientes que el FBS ofrece. Dentro
de la salud humana y animal se ha adoptado el uso de JR como antioxidante, antimicrobiano,
antitumoral, antinflamatorio e inmunomodulador, debido a su composiciéon quimica rica en
proteinas, lipidos, vitaminas y minerales. Se sabe que la JR posee hormonas esteroides y
gonadotropinas que han mejorado la eficiencia reproductiva in vivo e in vitro en diferentes
especies y que son comunmente adicionadas a los medios para IVM de ovocitos. Se han
reportado efectos positivos al implementar la JR en tecnologias reproductivas, incluyendo el
incremento en la tasa de maduracion al adicionarse a medios convencionales para IVM,
ademds posee propiedades antioxidantes que protegen la integridad de las membranas
celulares en gametos femeninos y masculinos, por lo que resulta importante evaluar su uso
como un sustituto de los suplementos convencionales, como es el FBS utilizado durante la
IVM, considerando las variables que cada modelo animal ofrece, que para el caso de los

pequefios rumiantes es la estacionalidad.
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HIPOTESIS

La jalea real de Apis mellifera funciona como sustituto del suero fetal bovino en un medio de
maduracion in vitro de ovocitos de ovejas, independientemente de la época reproductiva en

la que los ovocitos sean colectados.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar la tasa de maduracion entre ovocitos de oveja madurados en medio adicionado con

jalea real de Apis mellifera contra los madurados con suero fetal bovino, colectados durante

época reproductiva y anestro estacional.

Objetivos especificos

1.

Comparar la tasa de recuperacion de ovocitos ovinos obtenidos de ovarios colectados
en época reproductiva y anestro estacional.

Realizar la maduracion in vitro de ovocitos de oveja colectados en época
reproductiva, en medio adicionando con jalea real de Apis mellifera contra FBS.
Realizar la maduracion in vitro de ovocitos de oveja colectados en época de anestro
estacional, en medio adicionando con jalea real de Apis mellifera contra FBS.
Comparar las tasas de maduracion in vitro de ovocitos de oveja madurados con medio
adicionado con JR contra FBS, independientemente de la época en la que los ovocitos
sean colectados.

Comparar las tasas de maduracion in vitro de ovocitos de oveja colectados en época

reproductiva contra ovocitos colectados en anestro utilizando JR y FBS.
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MATERIAL Y METODOS

Fases del estudio experimental

El estudio experimental se dividio en dos fases de acuerdo al periodo en que se obtuvieron
los ovocitos para su maduracion. La primera fase se realizd durante la época de anestro
estacional de los ovinos que se presenta entre los meses de febrero a julio (6), el trabajo
experimental se llevo a cabo en el mes de marzo y consistié en la coleccion de ovarios de
ovejas sacrificadass en el rastro municipal TIF 412 ubicado en Chichimequillas-El Salitre,
Querétaro; la obtencion de ovocitos, procesamiento y maduracion in vitro, se realizé en la
Clinica de Reproduccion Equina del Centro de Ensefanza, Investigacion y Extension en
Produccién Animal en el Altiplano (CEIEPAA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México (Figura 12-A). La segunda fase
se realizd durante la época reproductiva de las ovejas que se presenta en los meses de agosto
a enero (0), el trabajo experimental se llevo a cabo en el mes de octubre y consistié en la
coleccion de ovarios de ovejas sacrificados en el rastro municipal TIF 462 ubicado en
Fresnillo, Zacatecas, el procesamiento y maduracion in vitro de los ovocitos, se realizé en el
laboratorio de Reproduccion Animal de la Unidad de Posgrado de la Unidad Académica de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Zacatecas (Figura 12-B).

Figura 12. Localizacién de las fases experimentales.

Localizacion de los rastros donde se obtuvieron los ovarios de ovejas y los

laboratorios donde se llevo a cabo la recuperacion de COCs e IVM. A: distancia
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entre el rastro TIF 412 y la CRE, ambos ubicados en Qro. B: distancia entre el

rastro TIF 462 y la Unidad de MVZ, ambos ubicados en Zacatecas.

Obtencion y transporte del material bioldgico:

Se obtuvieron los ovarios de 25 y 23 ovejas en la primera y segunda fase experimental,
respectivamente. Una vez obtenidos los ovarios del rastro, éstos fueron transportados al
laboratorio 1 a 2 horas después de su coleccion, en un termo de plastico con capacidad de 1
litro a temperatura de 37° C y en agua potable adicionada con 100pg/ml de estreptomicina y

100 Ul/ml de penicilina.

Obtencion y maduracion in vitro de ovocitos

Caraterizacion del material biologico
En el laboratorio los ovarios fueron lavados 3 veces con solucion salina fisioldgica al 9% a

37°C para retirar los restos de sangre y adicionalmente se retird el exceso de tejido.

Para la seleccion del material bioldgico se emplearon dos criterios; el primero fue la época
del afio en el que se colectd el material, definiendo la época reproductiva en el mes de octubre
y al anestro estacional a finales de marzo. Adicionalmente se seleccion6 el material que
mostrd caracteristicas morfoldgicas correspondientes a cada época, delimitando que los
ovarios que presentaran cuerpo liteo y foliculos en diferentes estados de desarrollo
correspondian con época reproductiva, mientras que aquellos ovarios sin cuerpo luteo y con
foliculos pequefios fueron delimitados como correspondientes a anestro estacional. Los

ovarios que no cumplieron con los criterios fueron descartados.

Obtencion de ovocitos ovinos
Para la coleccion de ovocitos se empled la técnica de diseccion, ya que permite obtener el
complejo cumulus ovocito con una mejor calidad en comparacion con otras técnicas

(144,145), dicha técnica consiste en diseccionar los foliculos con un tamafio de 2 a 6 mm
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utilizando tijeras quirdrgicas estériles y colectarlos en medio de recuperacion TCM 199 con
sales de Hanks a 35° C adicionado con 50pg/ml de gentamicina y 10 Ul/ml de heparina
(Figura 10), una vez diseccionados los foliculos, se lavaron tres veces con medio de

recuperacion para retirar los detritus celulares.

Para la obtencion de los ovocitos los foliculos fueron reventados en una caja de Petri y
lavados con medio de recuperacion y posteriormente los complejos ovocito-células del
cumulus (COCs) fueron seleccionados utilizando un microscopio estereoscopico. Para la
seleccion de los COCs, se utilizo la clasificacion de Wani, 1999. Se califico a los COCs como
buenos, cuando se tenian ovocitos con muchas capas de células del cumulus y un citoplasma
uniforme; razonables, cuando aparecian ocovitos con citoplasma uniforme y una capa
delgada de células del cumulus o con algunas capas incompletas y pobres, cuando se
presentaban ovocitos sin células del cumulus (Figura 13) (146—148). Para el presente estudio
solo los COCs clasificados como buenos y razonables fueron utilizados durante la
maduracion in vitro. Los ovocitos seleccionados fueron separados y depositados en una caja

de Petri con medio de recuperaciéon a ~ 35° C.

Buenos Razonables Pobres

Figura 13. Clasificacién de COCs de ovino de acuerdo a la clasificacién de
Wani (1999).
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Maduracion in vitro

Para la maduracion in vitro, los ovocitos seleccionados fueron lavados dos veces en medio
de maduracion TCM-199 adicionado con sales de Hanks suplementado con 20% (v/v) de
piruvato, 0.1pg/ml de FSH y 50pg/ml de gentamicina (149—-151). Se realizaron dos grupos
de estudio de acuerdo al suplemento adicionado al medio de maduracion, el grupo control
(FBS) adicionado con 10% (v/v) de FBS y el grupo experimental (JR) adicionado con
10pg/ml de jalea real de Apis mellifera (150). Posteriormente fueron incubados en grupos
de 5 COCs en gotas de 50ul de medio de maduracion (149—151), cubiertas con aceite mineral
para cultivo (Sigma-Aldrich elaborado en St. Louis, Missouri). Los grupos se dividieron por
tratamiento (FBS y JR), en diferentes tiempos 0, 2, 6, 12 y 27 h, cada uno con 3 replicas. Los
grupos de ambos tratamientos fueron incubados a una temperatura de 38°C, 5% de CO2 y

98% de humedad relativa.

Después de las 27 horas de maduracion, se evalud el grado de maduracion de los ovocitos en
el microscopio estereoscopico. El grado de maduracion celular se determind con base al
grado de expansion de las células del cumulus en una escala del 0 al 4, de acuerdo a Pawshe
(1996). Asi, el grado 0, se presentaba sin expansion del COCs; el grado 1, sin expansion,
pero las células del cumulus rodeaban homogéneamente al ovocito; el grado 2, cuando s6lo
las capas mas externas de las células del cumulus se expandieron; el grado 3, presentaba
expancion de todas las capas celulares del cumulus excepto la corona radiada; en el grado 4,
todas las células del cumulus incluyendo la corona radiada se expandieron (Figura 14)
(49,152), y se consideraban degradados cuando los ovocitos perdian la continuidad de su

membrana o presentaban su citoplasma irregular.
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Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
~—

Figura 14. Grados de maduracién de COCs de ovinos, de acuerdo a Pawshe
(1996).

Analisis estadistico
En el presente estudio se midieron las siguientes variables de respuesta en cada grupo por

medio de un anélisis de varianza (ANOVA):

e Tasa de maduracion con efecto de tratamiento y época:

o Utilizando JR en época reproductiva: porcentaje de ovocitos obtenidos en

época reproductiva que alcanzaron el grado 4 de maduracién a las 27 horas
de incubacion en un medio adicionado con JR.

o Utilizando FBS en época reproductiva: porcentaje de ovocitos obtenidos en

época reproductiva que alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 27 horas
de incubacion en un medio adicionado con FBS.

o Utilizando JR en anestro estacional: porcentaje de ovocitos obtenidos en

anestro estacional que alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 27 horas de
incubacion en un medio adicionado con JR.

o Utilizando FBS en anestro estacional: porcentaje de ovocitos obtenidos en

anestro estacional que alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 27 horas de

incubacidon en un medio adicionado con FBS.

Para el analisis de varianza (ANOVA) se utilizo el siguiente modelo estadistico:

Yj = utoi T aj + ey
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Donde:

Donde:

O O O O O

y es la variable respuesta (tasa de maduracion).

u es la media global de las observaciones.

ai es el efecto del tratamiento (FBS o JR).

oj es el efecto de la época del afio.

€ij es el error aleatorio considerando el tratamiento y la época del afio.

Tasa de maduracion por tiempo:

O

O

O

O

Utilizando JR en época reproductiva: porcentaje de ovocitos obtenidos en

época reproductiva que alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 2, 6, 12y
27 horas de incubacién en un medio adicionado con JR.

Utilizando FBS en época reproductiva: porcentaje de ovocitos obtenidos en

época reproductiva que alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 2, 6, 12y
27 horas de incubacion en un medio adicionado con FBS.

Utilizando JR en anestro estacional: porcentaje de ovocitos obtenidos en

anestro estacional que alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 2, 6, 12 y
27 horas de incubacion en un medio adicionado con JR.

Utilizando FBS en anestro estacional: porcentaje de ovocitos obtenidos en

anestro estacional que alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 2, 6, 12 y

27 horas de incubacion en un medio adicionado con FBS.

Para el andlisis de varianza (ANOVA) se utilizo el siguiente modelo estadistico:

O O O 0O O O

vij =u+oai +oj +ak+ €ij

y es la variable respuesta (tasa de maduracion).

4 es la media global de las observaciones.

ai es el efecto del tratamiento (FBS o JR).

oj es el efecto de la época del afo.

ak es el efecto del tiempo de maduracion.

€ij es el error aleatorio considerando el tratamiento y la época del afio.
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Se compararon las medias del grado de maduracion alcanzado de los COCs en las horas 2, 6,
12 y 27 en todos los grupos experimentales con el andlisis estadistico Tukey-Kramer DMSH

(diferencia minima significativa honesta).

Para el andlisis Tukey-Kramer DMSH se utilizo el siguiente modelo estadistico:

CMgrror (1 1 1
DMSH = qg,(n—k) T Tl_i+n_j+n_k

Doénde:
O Qi (n-k) ©s €l grado de libertad del error.
o CM,g,ror son los cuadrados medios del error.
o n; son las repeticiones de los tratamientos (JR o FBS).
o n; son las repeticiones del factor época del afio (ER o AE).

o mny son las repeticiones del tiempo de maduracion (2, 6, 12 o 27 horas).

Asimismo, en el presente estudio se compararon las medias de las siguientes variables por

medio de la prueba de t de Student.

e Tasa de maduracién por época: porcentaje de ovocitos alcanzaron el grado 4 de

maduracion a las 27 horas de incubacion en época reproductiva, en comparacion con
el porcentaje de ovocitos alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 27 horas de

incubacioén en anestro estacional.
Se utilizo el siguiente modelo estadistico:

t=(x1-x2)
SED
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Doénde:
o tes la diferencia entre las medias.
o xl1 es la media obtenida para la tasa de maduracion en época reproductiva.
o X2 es la media obtenida para la tasa de maduracion en anestro estacional.

o SED es el error estdndar de diferencia entre las medias de muestras.

e Tasa de maduracién por tratamiento: porcentaje de ovocitos alcanzaron el grado 4 de

maduracion a las 27 horas de incubacion en medio con JR, en comparaciéon con el
porcentaje de ovocitos alcanzaron el grado 4 de maduracion a las 27 horas de

incubacién en medio con FBS.

Se utilizo el siguiente modelo estadistico:
t=(yl—y2
SED
Doénde:
o tes ladiferencia entre las medias.
o yl es la media obtenida para la tasa de maduracion con JR.
o y2 es la media obtenida para la tasa de maduracion con FBS.

o SED es el error estdndar de diferencia entre las medias de muestras.

e Tasa de obtencion de COCs por ovario: numero de ovocitos obtenidos por ovario de
rastro en época reproductiva en comparacion con el nimero de ovocitos obtenidos
por ovario de rastro en época de anestro.

Se utilizo el siguiente modelo estadistico:
t=(zl=22)
SED
Doénde:
o tes la diferencia entre las medias.
o zl es la media obtenida para el nimero de ovocitos obtenidos en época

reproductiva.
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o y2 es la media obtenida para el nimero de ovocitos obtenidos en anestro
estacional.

o SED es el error estandar de diferencia entre las medias de muestras.
Para todos los andlisis los datos fueron transformados a su valor Arcsine para normalizar la

distribucion de los datos, posteriormente se graficaron los porcentajes de maduracion de

ovocitos obtenidos.
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RESULTADOS

Tasa de obtencion de ovocitos

Se compar¢ el promedio de COCs recuperados por ovario en ambas fases experimentales, se
obtuvo una media de 3.54 (+/-1) durante la época de anestro y 3.66 (+/-0.7) en la época
reproductiva, los andlisis estadisticos mostraron que no existe diferencia significativa entre
el nimero de COCs obtenidos durante la época reproductiva y anestro estacional (P>0.05)

(Figura 15).
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Figura 15. Ovocitos recuperados por ovario

Comparacion entre el promedio de ovocitos recuperados de ovarios colectados en

anestro estacional y época reproductiva.

Tasa de maduracion durante el proceso de incubacion

En época reproductiva
La tasa de COCs que alcanzaron el grado 4 de maduracion durante el proceso de incubacion
en el medio adicionado con JR durante la época reproductiva mostré diferencias

estadisticamente significativas a las 27 horas, en comparacion con las 2, 6 y 12 horas de
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incubacion (P<0.05) (Figura 16), observandose un efecto positivo en el grado de maduracioén

al final del proceso de maduracion al suplementar con JR durante la época reproductiva.

100+ JR
80

60—
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40-

20

Tiempo (horas)

Figura 16. Porcentaje de ovocitos madurados con JR a las 2, 6, 12 y 27 horas
en época reproductiva.

Porcentaje de COCs obtenidos durante época reproductiva con grado
4 de maduraciéna con un 0.03% a las 2 horas, 13.4% (+/- 11) a las
6, 20% alas 12 horas y de 80% (+/- 20) a las 27 horas de incubacion

en medio adicionado con JR.

La tasa de COCs que alcanzaron el grado 4 de maduracion durante el proceso de incubacion
en el medio adicionado con FBS durante la época reproductiva, mostrdé diferencias
estadisticamente significativas a las 12 y 27 horas con respecto a las 2 y 6 horas de
incubacion, donde se obtuvo un 0% de maduracion (P<0.05) (Figura 17) y un efecto positivo
en el grado de maduracion a partir de las 12 horas del proceso de maduracién al utilizar un

medio convencional adicionado con FBS.
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Figura 17. Porcentaje de ovocitos madurados con JR a las 2, 6, 12 y 27 horas
en época reproductiva.

Porcentaje de COCs obtenidos durante época reproductiva con grado
4 de maduracion con 0% de maduracion a las 2 y 6 horas, 46.6%(+/-
11.5) a las 12 horas y 60% a las 27 horas de incubacion en medio

adicionado con FBS.

En anestro estacional

La tasa de COCs que alcanzaron el grado 4 de maduracion en el medio adicionado con JR
durante la época de anestro, mostro diferencias estadisticamente significativas a las 27 horas
de incubacion en comparacion con los tiempos 2, 6 y 12 h de incubacion (P<0.05) (Figura

18).
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Figura 18. Porcentaje de ovocitos ovinos madurados con JR en época de
anestro.

Porcentaje de COCs obtenidos durante época de anestro con grado 4
de maduracion. Se obtuvo 13.4% (+/- 11) a las 2 horas, 13.4% (+/-
23) a las 6 y 12 horas y 66.6% (+/- 11.54) a las 27 horas de

incubacion en medio adicionado con JR.

La tasa de COCs que alcanzaron el grado 4 de maduracion en el medio adicionado con FBS
durante la época de anestro estacional no mostraron diferencias estadisticamente
significativas durante el proceso de incubacion evaluado a las 2, 6, 12 y 27 horas (P>0.05)

(Figura 19).
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Figura 16. Porcentaje de ovocitos de ovino madurados con FBS en época de
anestro.

Porcentaje de COCs obtenidos durante época de anestro con grado
4 de maduracion. Se obtuvo una tasa de 13.4% (+/- 11) a las 2 horas,
40% (+/- 20) a las 6 horas, 33.3% (+/- 11) a las 12 horas y 28.3%

(+/- 10) a las 27 horas de incubacion en medio adicionado con FBS.

Con base en los resultados anteriores (Figura 18 y 19), se puede suponer que la
suplementacion del JR en vez de FBS en el medio de maduracion funciona mejor para
alcanzar el grado 4 de maduracion a las 27 horas, cuando los ovocitos madurados fueron

colectados en época de anestro.

Tasa de maduracion de ovocitos con JR

Se compar¢ la tasa de maduracion de los COCs madurados con medio adicionado con JR
colectados durante anestro estacional y durante la época reproductiva (Figura 20). No se
observaron diferencias estadisticamentesignificativas entre ambas ¢épocas con este
tratamiento (P>0.05). Por lo tanto, el tratamiento con JR tiene el mismo efecto en los ovocitos

independientemente de la época en la que fueron recuperados.
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Figura 17. Tasa de maduracion de ovocitos madurados con JR en anestro
estacional y época reproductiva

Comparacion de la tasa de maduracion de ovocitos incubados en medio adicionado
con JR, colectados durante anestro estacional (AE) con un resultado de 62% (+/-

3.4) y durante época reproductiva (ER) con un 80% (+/- 20) de maduracion.

Tasa de maduracion de ovocitos con FBS

Al comparar la tasa de maduracion de los COCs colectados durante el anestro estacional y la
época reproductiva y que fueron madurados en medio adicionado con FBS, se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambas épocas (P<0.05) sugiriendo que el
tratamiento con FBS se comporta de manera diferente entre los ovocitos colectados durante

la época reproductiva y de anestro estacional (Figura 21).
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Figura 18. Tasa de maduracion de ovocitos madurados con FBS en anestro
estacional y época reproductiva

Comparacion de la tasa de maduracion de ovocitos incubados en medio adicionado
con FBS, colectados durante anestro estacional (AE) con una tasa de maduracion
de 28.3% (+/- 10) y en la época reproductiva (ER) con una tasa de maduracion del

60%.

Tasa de maduracion de ovocitos en anestro estacional

Se compararon las tasas de maduracion de los COCs incubados en medio adicionado con JR
contra medio adicionado con FBS durante la época de anestro estacional (Figura 22), se
encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (P<0.05),
mostrando una mejor tasa de maduracion en aquellos ovocitos madurados con la adicion de

JR.
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Figura 19. Tasas de maduracion obtenidas en ovocitos colectados en anestro
estacional madurados con JR y FBS.

Comparacion en la tasa de maduracion de ovocitos recuperados durante la época
de anestro estacional e incubados en medio adicionado con FBS obteniendo 28.3%

(+/- 10) y con JR con una tasa del 66% (+/- 11.5).

Tasa de maduracion de ovocitos en época reproductiva

Al comparar las tasas de maduracion de los COCs incubados en medio adicionado con JR
contra medio adicionado con FBS durante la época reproductiva (Figura 23), no se detectd
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos (P>0.05), probando que el
medio de maduracion adicionado con JR funciona igual que el medio adicionado con FBS

durante la época reproductiva.
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Figura 20. Tasas de maduracion obtenidas en ovocitos colectados en época
reproductiva madurados con JR y FBS.

Comparacion en la tasa de maduracion de ovocitos recuperados durante la época
reproductiva e incubados en medio adicionado con FBS alcanzando una tasa de

maduracion del 60% y del 80% (+/- 20) con JR.

Tasas de maduracion durante la transicion en el proceso de incubacion

Se evalud la transicion en los grados de maduracion de los COCs a las 2, 6, 12 y 27 horas de
incubacion durante el anestro estacional y la época reproductiva en medio adicionado con JR

y FBS.

Transicion en el proceso de IVM con JR durante el de anestro estacional

Al comparar la transicion en la maduracion de COCs obtenidos en anestro estacional y
madurados con JR, se observo que el porcentaje de COCs en grado 0, 1 y 3 no presentd
diferencias estadisiticamente significativas entre los tiempos de incubacién (P>0.05), sin
embargo, el grado 2 a las 27 h de incubacion, mostr6 diferencia contra las 6 h de incubacion
(P<0.05), demostrando que la mayoria de los COCs se encuentran en grado 2 a las 6 horas,
indicando su transicion en el proceso de maduracion. Por otra parte los tiempos 2, 6 y 12 h
mostraron diferencia estadistica contra el tiempo 27 h de incubacion para el grado 4 (P<0.05),
lo cual sugiere que la mayoria de los COCs colectados durante el anestro estacional alcanzan

la maduracion a las 27 horas en un medio adicionado con JR (Figura 24).
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Figura 21. Transicion a las 2, 6, 12 y 27 horas en el proceso de maduracion
de ovocitos madurados con JR en época de anestro.
Transicion en el proceso maduracion de ovocitos recuperados en la época de
anestro en medio adicionado con JR. En el eje Y se muestra el % de COCs en cada
grado de maduracion, en el eje X se distribuyen los grados de maduracion 0 — 4,
cada uno con los tiempos (en horas) 2, 6, 12 y 27 en las que fueron evaluados para
su clasificacion. Para el grado 0 se obtuvo una media del 20% a las 2 y 6 horas, a
las 12 horas una media de 6.7% y del 0% a las 27 horas. En cuanto al grado 1 se
obtuvo una media del 13.3 (+/-11) para las 0 y 2 horas, mientras que a las 12 y 27
horas se obtuvo una media de 6.7%. En grado 2 se obtuvo una media de 33.3% (+/-
20) a las 2 horas, del 40% (+/-20) a las 6 horas, del 20% a las 12 horas y del 0% a
las 27 horas. En el grado 3 logré una tasa del 13% a las 2 horas, del 0% a las 6
horas, del 26.7% a las 12 y del 18.6%(+/-2.3) a las 27 horas. Para el grado 4 se
alcanzo6 una media del 13.6% a las 2, 6 y 12 horas, mientras que a las 27 horas se

obtuvo una media del 62% (+/- 3.4).
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Transicion en el proceso de IVM con FBS durante el de anestro estacional

Al evaluar el porcentaje de COCs obtenidos en anestro estacional, madurados con FBS en el

grado 0, 1, 2 y 4, no se presentaron diferencias estadisiticamente significativas entre los

tiempos de incubacion (P>0.05), por otra parte el porcentaje de COCs en grado 3 fue

significativamente diferente a las 2 y 27 horas en comparacion con el tiempo 6 (P<0.05).

Estos resultados podrian indicar que la maduracion de los COCs colectados durante el anestro

estacional incubados en un medio con FBS es variable en cada replica y por lo tanto, no se

puede estimar el porcentaje de COCs que alcanzaran la maduracion celular (Figura 25).
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Figura 22. Transicion a las 2, 6, 12 y 27 horas en el proceso de maduracion
de ovocitos madurados con FBS en época de anestro.
Transicion en el proceso maduracién de ovocitos recuperados en la época de
anestro en medio adicionado con FBS. En el eje Y se muestra el % de COCs en
cada grado de maduracion, en el eje X se distribuyen los grados de maduracion 0
— 4, cada uno con los tiempos (en horas) 2, 6, 12 y 27 en las que fueron evaluados
para su clasificacion. Para el grado 0 se obtuvo una media del 46.6%(+/-30) a las
2, del 6.73% a las 6 horas, a las 12 horas una media del 26.6% (+/- 11.5) y del
20% a las 27 horas. En cuanto al grado 1 se obtuvo una media del 20.03 (+/-19)
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para las 2 y 6 horas, mientras que a las 12 horas se obtuvo un 6.7% y a las 27 horas
se alcanz6 una media de 28.4%. En grado 2 se obtuvo una media de 0% a las 2
horas, del 6.7% a las 6 horas, del 20% a las 12 horas y del 30% (+/-26) a las 27
horas. En el grado 3 se obtuvo una tasa del 0% a las 2 y 27 horas, a las 6 horas una
tasa del 26.6% (+/-11) y del 6.7% a las 12 horas. Para el grado 4 la media a las 2
horas fue de 26.7%, de 40% (+/- 20) a las 6 horas, del 33.3% (+/- 11.5) a las 12
horas y del 28.3% (+/-10) a las 27 horas.

Transicion en el proceso de IVM con JR durante época reproductiva

El porcentaje de COCs obtenidos en anestro estacional y madurados con JR, no presento
diferencias estadisticamente significativas para los grados 0, 1 y 3 (P>0.05), sin embargo, se
hallé una diferencia estadisticamente significativa a las 27 horas para el porcentaje de COCs
en grado 4 de maduracion (P<0.05), mostrando que los COCs colectados durante la época

reproductiva alcanzan la maduracion a las 27 horas en un medio adicionado con JR (Figura

26).
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Figura 23. Transicion a las 2, 6, 12 y 27 horas en el proceso de maduracion
de ovocitos madurados con JR en época reproductiva.

Transicion en el proceso maduracion de ovocitos recuperados en época
reproductiva en medio adicionado con JR. En el eje Y se muestra el % de COCs en
cada grado de maduracion, en el eje X se distribuyen los grados de maduracion 0
—4, cada uno con los tiempos (en horas) 2, 6, 12 y 27 en las que fueron evaluados
para su clasificacion. Para el grado 0 se obtuvo una media del 23.4% a las 2 horas,
del 20.03% a las 6 horas y de 6.7% (+/-11) a las 12 y 27 horas. En cuanto al grado
1 se obtuvo una media del 20.03 (+/-19) para las 2 y 12 horas, mientras que a las 6
horas se alcanz6 una tasa del 13.3% y del 0% a las 27 horas. En grado 2 se obtuvo
una media de 50% (+/-10) a las 2 horas, del 20% (+/-19) a las 6 horas, del 33% (+/-
11.5) a las 12 horas y del 0% a las 27 horas. En el grado 3 logré una tasa del 6.7%
a las 2 horas, del 33.3% (+/- 23) a las 6 horas, del 26.7% (+/- 11.5) a las 12 y del
13.4% a las 27 horas. Para el grado 4 se alcanzd una media del 0% a las 2 horas,
del 13.4% (+/- 11) a las 6 horas, del 20% a las 12 horas, mientras que a las 27 horas
se obtuvo una media del 80% (+/- 20).
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Transicion en el proceso de IVM con FBS durante época reproductiva

Durante la transicion en el proceso de maduracion de COCs colectados en época reproductiva
y madurados en medio adicionado con FBS (Figura 27), no se observaron diferencias
significativas entre los tiempos de maduracion para el porcentaje de COCs en grado 0, 1 y 2
(P>0.05), por otra parte el porcentaje de COCs en grado 3 fue significativamente diferente a
las 12 y 27 horas, en las cuales se observé un porcentaje minimo de los COCs en dicha
categoria. A su vez el porcentaje de COCs en grado 4 fue significativamente diferente en las
2y 6 horas en comparacion con las 12 y 27 horas, en las cuales se presentd la mayoria de los
COCs de esta categoria. Estos resultados nos hacen suponer los COCs obtenidos en época

reproductiva e incubados en medio adicionado con FBS alcanzan su maduracion entre las 12

y 27 horas.
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Figura 24. Transicion a las 2, 6, 12 y 27 horas en el proceso de maduracion
de ovocitos madurados con FBS en época reproductiva.
Transicion en el proceso maduracion de ovocitos recuperados en época
reproductiva en medio adicionado con FBS. En el eje Y se muestra el % de COCs
en cada grado de maduracidn, en el eje X se distribuyen los grados de maduracion

0 —4, cada uno con los tiempos (en horas) 2, 6, 12 y 27 en las que fueron evaluados
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para su clasificacion. Para el grado 0 se obtuvo una media del 6.7% (+/- 11.4) a las
2y 6 horas, del 0.1% a las 12 horas y del 20% a las 27 horas. En cuanto al grado 1
se logro una media del 25% (+/-8.6) a las 2 horas, una media del 26.7% a las 6
horas (+/- 23) y las 12 horas (+/-11.5), mientras que a las 27 horas se alcanz6 una
tasa del 6.67%. En grado 2 se obtuvo una media de 30% (+/-25) a las 2 horas, del
33.3% (+/-23) a las 6 horas, del 26.7% (+/- 23) a las 12 horas y del 6.7% a las 27
horas. En el grado 3 logrd una tasa del 35% (+/- 8.6) a las 2 horas, del 33.3% (+/-
11.5) a las 6 horas, del 0% a las 12 y del 6.7% a las 27 horas. Para el grado 4 se
alcanzo6 una media del 0% a las 2 y 6 horas, del 46.6% (+/- 11) a las 12 horas y del
60% a las 27 horas.
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DISCUSION

De acuerdo con nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se demuestra que la jalea
real es capaz de reemplazar al FBS para la IVM de ovocitos de ovino, basandonos en los
antecedentes sobre el efecto positivo del uso de JR en la maduracion de ovocitos como es lo
descrito por Mishima et al. (2003) y Elnagar S. (2010), quiénes demostraron que la JR mejora
la tasa de maduracion de ovocitos al adicionarse a los medios convencionales con FBS debido
a que es fuente exdgena de estrogenos (18,22), también Abd-Allah (2012) reportd la
capacidad de la JR para activar las enzimas encargadas de la sintesis de acido hialurdnico

para la expansion de las células del cumulus, signo caracteristico de la maduracion (24).

El primer hallazgo durante esta investigacion fue encontrar la misma tasa de recuperacion de
COCs entre los ovarios colectados en época reproductiva y los colectados en anestro
estacional (Figura 15), obteniendo un promedio de 3.5 (+/- 0.8) COCs por ovario, estos
resultados obtenidos son comparables con los mencionados en otro estudio publicado por
Pawshe et al. (1996), en el cual se compararon diferentes métodos de obtencion de ovocitos,
obteniendo un promedio de 3 (+/- 1) COCs por ovario (148), los hallazgos del presente
trabajo y los reportados por Pawshe se contraponen con lo descrito por Davachi et al. (2017),
quién afirmé que durante la época reproductiva, la tasa de recuperacion de COCs es mayor
debido al nivel 6ptimo de gonadotropinas y esteroides presentes (153) obteniendo un
promedio de 5.8 (+/1) de COCs por ovario durante la época reproductiva y una media de 3.4
(+/-1.1) durante el anestro estacional; por el contrario, el estudio realizado por Widyastuti et
al. (2017), indic6é mayor tasa de recuperacion de COCs de ovarios colectados durante anestro
estacional, obteniendo un promedio de 10 (+/-2.5) COCs por ovario en anestro estacional, en
comparacion con 6.48 (+/- 0.3) en época reproductiva, atribuyendo dicho resultado a la
presencia de CL ya que puede contribuir a una condiciéon desfavorable para el crecimiento

folicular, dando como resultado, su regresion (12,120,154).

Asimismo, durante esta investigacion se compararon las tasas de maduracion obtenidas en

ovocitos colectados en época reproductiva contra anestro estacional demostrando que la tasa
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de maduracion utilizando FBS durante la época de anestro estacional fue menor en
comparacion con la época reproductiva (Figura 21), sin embargo, al adicionar JR se
consiguieron tasas de maduracion similares en ambas épocas (anestro estacional y época
reproductiva) (Figura 20), estos resultados se contraponen con los obtenidos por Davachi et
al. en 2017, que indican que la tasa de éxito en la IVM de ovocitos de pequefios rumiantes
no presenta diferencias significativas entre ambas épocas al utilizar un medio de maduracion

convencional adicionado con FBS (153).

Otro resultado sobresaliente del presente estudio fue la diferencia entre la tasa de maduracién
obtenida con ambos tratamientos (JR vs FBS) durante la época de anestro (Figura 17 y 19),
se demostr6 que al madurar los COCs con medio adicionado con JR en vez de FBS, un mayor
porcentaje de COCs alcanza el grado 4 de maduracion. En contraste, la tasa de maduracion
obtenida en €poca reproductiva no es significativamente diferente entre los tratamientos
(Figura 23). Anteriormente Zhu et al. (2018), reportd que no existe diferencia entre la tasa
de maduracion de ovocitos utilizando el mismo medio adicionado con FBS entre época
reproductiva y anestro (11), sin embargo, los hallazgos del presente estudio, sugieren que el
FBS se comporta de manera diferente entre épocas y que la adicion de JR mejora los

resultados obtenidos durante la época de anestro en comparacion con el uso de FBS.

Jochems y colaboladores (2002), reportaron que hay sustancias presentes en el FBS que atin
no se han identificado y de las sustancias identificadas, se desconoce la funcién completa en
las células cultivadas (130), lo cual sugiere escasa repetibilidad en los experimentos llevados
a cabo con dicho suplemento. Asimismo, Gstraunthaler (2003 y 2013) ha reportado una
constante variabilidad en la composicion entre lotes de FBS, que se ha visto reflejada en la
inconsistencia de los resultados obtenidos en sus diferentes estudios (16,17). Corroborando
lo anterior, el presente estudio encontr6 diferencia estadisticamente significativa entre el
porcentaje de maduracion de ovocitos madurados con FBS en ambas épocas (Figura 21). El
hecho de que se desconozcan los efectos especificos del FBS sobre el proceso de maduracion
de los ovocitos, representa una limitante para suponer el origen de su mejor funcionamiento
en la IVM de los COCs obtenidos durante la época reproductiva y enfatiza la necesidad de

utilizar alternativas como es la JR en los medios de maduracion.
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Otro hallazgo relevante en este estudio, fue el comportamiento de los COCs durante la
transicion hacia la maduracion. Tanto en época reproductiva como en anestro estacional
(Figura 24 y 26), se encontrd una diferencia significativa entre los COCs con una maduracion
grado 4 observados a las 27 horas en comparacioén con los otros tiempos de maduracion,
sugiriendo que la mayoria de los COCs colectados durante el anestro estacional alcanzan la

maduracion a las 27 horas en un medio adicionado con JR.

El hecho de que los COCs madurados en un medio adicionado con JR, hayan alcanzado la
maduracion a las 27 horas independientemente de la época en la que se realizo la IVM, puede
atribuirse a las propiedades que posee la JR como fuente de energia para la produccion de
gonadotropinas como fue descrito por Husein y Haddad (2006), asi como por su efecto
antioxidante reportado por Tamura et al. (2009). Asimismo, en un estudio publicado por
Dhali (2017), se observé que la expresion de los genes promotores de Has2 y Ptgs2 (enzimas
involucradas en la expansion del cumulus) es mayor antes de las 12 horas de maduracion y
vuelve a incrementarse justo antes de la ovulacion (155), considerando que la expresion de
dichos genes activa la expansion de las CC, se presume que el patron observado en la
transicion de la maduracion sea consecuencia del efecto que tiene la JR sobre las activacion
de dichos factores, como lo reportd anteriormente Abd-Allah (2012), lo cual justifica que el

porcentaje de ovocitos en grado dos es mayor a las 2 y 6 horas (Figura 24).

Adicionalmente, se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la hora 6 de
incubacion de los COCs grado 3 madurados con FBS durante la época de anestro, sin
embargo, no hubo diferencia entre los tiempos de maduracion del grado 4 (Figura 25). En
contraste, los resultados en la maduracion con FBS de COCs obtenidos en época reproductiva
son estadisticamente diferentes en los tiempos 12 y 27 h del grado 3, asi como en los tiempos
2y 6 del grado 4, sugiriendo que bajo estas condiciones los ovocitos alcanzan su maduracion
entre las 12 y 27 horas. Considerando lo descrito por Dhali (2017) y por Bhardwa;j (2016),
se sugiere un comportamiento diferente del FBS entre los COCs colectados en época
reproductiva y en anestro estacional, lo cual puede relacionarse con el momento en que se

activa la expresion de los genes Has2 y Ptgs2 (155,156).
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Considerando los resultados obtenidos de este trabajo y los antecedentes publicados por
Amiri (2015), es posible determinar la dosis funcional para la IVM de ovocitos de ovino y
establecer a la JR como una opcion confiable y segura para la maduracion celular (150),

logrando proponer un reemplazo para el FBS en los medios utilizados para la [VM.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos a través de los protocolos de IVM utilizados en el
presente trabajo, se acepta la hipotesis de que la JR funciona como reemplazo del FBS en el
medio de maduracidon de ovocitos de ovinos, independientemente de la época reproductiva

en la que los COCs sean colectados.

Sumado a esto se encontr6 que la JR tiene una mejor tasa de éxito sobre el FBS en la [IVM
realizada durante el anestro estacional, ademas, los efectos de la JR sobre la tasa de
maduracion de ovocitos a grado 4 es replicable en ambas épocas, en contraste con el medio

adicionado con FBS.

Asimismo, se encontraron tasas de recuperacion de COCs similares entre ambas épocas, sin

embargo, no se han presentado resultados semejantes en trabajos anteriores.
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