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Resumen

La producciéon de embriones in vitro (PIV) es una
biotecnologia reproductiva que impacta los siste-
mas ganaderos favoreciendo el mejoramiento ge-
nético y que también se ha utilizado como modelo
de investigacion del desarrollo embrionario en otras
especies. Para el desarrollo de ésta técnica, se co-
lectan oocitos in vivo por medio de laparoscopia y
aspiracion folicular guiada por ultrasonografia 6 a
través de ovarios recolectados en plantas de sacri-
ficio. Los oocitos son sometidos a procesos de ma-
duracion in vitro, utilizando diversos medios, adicion
de gonadotropinas y factores de crecimiento. Los
espermatozoides son sometidos a tratamientos de
capacitacion espermatica in vitro, donde adquieren
capacidad fertilizante y se separan los espermato-
zoides vivos de los componentes seminales y crio-
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protectores. Para la fertilizacion in vitro se realiza un
cocultivo de espermatozoides y oocitos en un medio
que favorece la actividad espermatica y penetracion
de la zona pelucida. Posteriormente, los embriones
obtenidos son sometidos a cultivo en medios que
contengan fuentes de energia, aminoacidos y fac-
tores de crecimiento, con el fin de mantener su so-
brevivencia y desarrollo. En la actualidad la técnica
de PIV en bovinos se ha masificado y se trabaja en
los procesos de estandarizacion en otras especies.
A partir de la PIV se dio el desarrollo de nuevas bio-
tecnologias como la clonacién y transgénesis. El
objetivo de esta revision es describir las fases de la
PIV y su relacion con los eventos fisioldgicos de la
fertilizacién y desarrollo embrionario temprano.

Palabras clave: biotecnologia, desarrollo embrio-
nario, espermatozoides, fertilizacion, oocitos.
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Abstract

In vitro embryo production (IEP) is a reproducti-
ve biotechnology that impacts livestock systems
favoring breeding and which have also been uti-
lized as research models for embryo development
in other species. For the development of this
method, oocytes in vivo are collected through
laparoscopy and ultrasound guided follicular
aspiration, or through ovaries collected from
slaughterhouses. The oocytes are subjected to
maturation processes in vitro using various cul-
ture media, addition of gonadotropins and growth
factors. Spermatozoids undergo in vitro sperm ca-
pacitacion process, where fertilization capacity
is adquired and live spermatozoids are separa-
ted from the seminal components and Cryopro-
tectants. The oocyte—sperm co-culture for the in
vitro fertilization is carried out in a media that
promotes maximum sperm activity and zona pe-
llucida penetration. For in vitro fertilization is ca-
rried out in a medium favorable to sperm activity
and pellucid zone penetration. Subsequently,
the collected embryos are subjected to culture
media that contain energy sources, amino acids
and growth factors in order to maintain their sur-
vival and development. Currently, IEP in cattle
has become large-scale and is working on stan-
dardization process for other species. Through
PIV, biotechnologies such as cloning and trans-
genesis have been developed. The aim of this
review is to describe the PIV phases and their
relation with the physiological events of fertiliza-
tion and early embryo development.

Key-words: biotechnology, embryonic develop-
ment, spermatozoids, fertilization, oocytes.

Resumo

A produgéo in vitro de embrides (PIV) é uma bio-
tecnologia reprodutiva com efeitos nos sistemas de
criacao de gado favorecendo o melhoramento gené-
tico e também tem sido usada como um modelo de
pesquisa do desenvolvimento embrionario em outras
espécies. Para o desenvolvimento desta técnica, sao
coletados ovdcitos in vivo via laparoscopica: Para o
desenvolvimento desta técnica,séo coletados ovdci-
tos in vivo por laparoscopiaou aspiragao folicular por
ultrassonografia ou atravésde ovarios colhidos em
abatedouro. Os ovdcitos sdo submetidos a proces-
sos de maturacao in vitro, utilizando-se varios meios,
adicao de gonadotrofinas e fatores de crescimento.
Os espermatozoides sdo submetidos a tratamento
na capacitacao espermatica in vitro, onde adquirem
a capacidade de fertilizagao e sao separados os es-
permatozoides vivos dos componentes seminais e
crioprotetores. Para a fertilizacao in vitro é utilizada
uma co-cultura de espermatozoides e ovocitos num
meio que promove a atividade espermatica e a pe-
netragcdo na zona pelicida. Subsequentemente, os
embrides sdo submetidos a cultura em meios con-
tendo fontes de energia, aminoacidos e fatores de
crescimento, a fim de manter a sua sobrevivéncia e
crescimento. Na atualidade a técnica PIV em bovi-
nos é massificada e se trabalha em processos de
padronizacdo em outras espécies. A partir do PIV foi
dado o desenvolvimento de novas biotecnologias,
como a clonagem e transgénese. O objetivo desta
reviséo é descrever as fases da PIV e sua relagéo
com 0s eventos fisiologicos da fecundagéo e desen-
volvimento embrionario inicial.

Palavras-chave: biotecnologia, desenvolvimento
embrionario, espermatozoides, fecundacao, ovocitos.
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Introduccion

La produccién de embriones in vitro (PIV) es una
biotecnologia reproductiva que tiene un gran po-
tencial como herramienta en el mejoramiento ge-
nético porque permite un acortamiento del interva-
lo generacional y logra aumentar la propagacion
del material genético en los hatos (Goncalves, et
al., 2001; Camargo et al., 2006; Rodriguez-Mar-
tinez, 2012). Ademas, se han venido utilizando a
los embriones bovinos como modelos para la in-
vestigacion de procesos metabdlicos, genéticos y
del desarrollo de embriones de otras especies, in-
cluso la especie humana (Leidenfrost et al., 2011).
Este potencial ha favorecido el uso masivo y co-
mercial de la técnica durante la ultima década. El
numero de embriones bovinos producidos in vitro y
transferidos alrededor del mundo, paso de 42.000
anuales, a casi 300.000 en los ultimos 10 afnos,
siendo Brasil el pais con la mayor produccion a
nivel mundial (Block et al., 2011). La PIV involucra
las etapas de colecta, maduracion (MIV) y fertili-
zacion (FIV) de oocitos, y el cultivo embrionario
(CIV) como tal (Gongalves, et al., 2001). La PIV es
una biotecnologia utilizada alternativamente para
acelerar la produccién de animales genéticamen-
te superiores y para impedir, por medio de la as-
piracion in vivo de foliculos, el descarte precoz de
hembras genéticamente privilegiadas portadoras
de alteraciones adquiridas (no transmisibles ge-
néticamente a su descendencia) que impidan que
la reproduccion ocurra de forma natural (Hasler,
1993; Looney et al., 1994).

Alrededor de 1920, se iniciaron los ensayos de culti-
var embriones de animales domésticos en especial
de conejos. En los afios 50 se registrd el nacimien-
to del primer conejo a través de una FIV (Chang,
1955). En cuanto a bovinos, se iniciaron trabajos
de MIV y FIV al final de la década de los setenta,
registrandose el primer nacimiento a principios de
los afos ochenta (Brackett et al., 1982). La PIV en
bovinos recibié gran impulso en los ochenta por
comprobarse su viabilidad en condiciones artificia-
les. Debido al gran potencial de aplicacion que la
PIV presenta en animales y humanos, se difundié

ampliamente en muchos paises a partir de los afos
noventa (Gongalves, et al., 2001). En la actualidad
se trabaja (en explotaciones comerciales bovinas)
con un 25-40% de produccion de blastocitos (Pon-
tes et al., 2011). El objetivo de esta revision es pro-
porcionar un enfoque que integre las diferentes fa-
ses involucradas en la técnica de PIV y su relacién
con los eventos fisiolégicos de la fertilizacion y el
desarrollo embrionario temprano.

Colecta de oocitos

Se estima que una hembra bovina al nacimiento
puede contener aproximadamente 75,000 oocitos
en cada uno de sus ovarios. Sin embargo, unica-
mente se obtienen entre 4 a 5 crias durante su
vida adulta (Asdell, 1955). Demostrandose asi,
que se esta sub-utilizando una hembra con alto
valor genético cuando se utiliza la monta natural
y la inseminacion artificial (IA) (Smeaton et al.,
2003). Por lo tanto, estos miles de oocitos inma-
duros pueden ser aprovechados antes de que un
animal de alta calidad genética sea descartado y
producir embriones.

El oocito es el gameto que contribuye con la mitad
del genoma embrionario y practicamente la tota-
lidad del citoplasma del cigoto, brindandole los
organelos, proteinas y demas componentes ce-
lulares que necesita para su desarrollo temprano
(Armstrong, 2001; Fair et al., 2007). El oocito debe
ser competente para completar su meiosis y con-
vertirse en una célula haploide, prepararse cito-
plasmaticamente para la fertilizacién, reprogramar
la cromatina del espermatozoide y su propia cro-
matina, de manera que se formen los dos pronu-
cleos funcionales, dirigir el desarrollo embrionario
temprano e inducir la activacion genémica del em-
brion (Hamatani et al., 2008). Es por esto que una
Optima calidad de los oocitos es indispensable para
obtener buenos resultados en los procesos de PIV
(Camargo et al., 2006; Leibfried-Rutledge, 1999).
Rizos et al., (2005) aseguran que la calidad de los
oocitos llevados a MIV es el principal factor que
afecta los resultados obtenidos en esta técnica.
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El estado (clinico y fisiolégico) de las hembras
donadoras (Rizos et al., 2005), el tamafho folicular
(Sirard, 2011) y la integridad de las células del cu-
mulus (Leibfried-Rutledge, 1999; Armstrong, 2001)
son factores que afectan la calidad del oocito.

El crecimiento del oocito dentro del foliculo es un
proceso lento que tarda aproximadamente 6 me-
ses en bovinos (Lussier et al., 1987; Camargo et
al., 2006). Durante este proceso adquiere la com-
petencia meidtica por la interaccién que se esta-
blece entre éste, las células de la teca y las cé-
lulas de la granulosa; y acumula enzimas, RNA,
proteinas y otras moléculas importantes, que in-
tervendran mas adelante en los procesos de ma-
duracion, fertilizacion y desarrollo embrionario. La
acumulacion de estos compuestos es de vital im-
portancia debido a que se requeriran durante los
primeros estadios del posterior desarrollo embrio-
nario (Camargo et al., 2006; Ferreira et al., 2009).
Durante ésta etapa las células embrionarias no
tienen la capacidad de realizar procesos de trans-
cripcion de DNA (Mamo et al., 2011). Es por esto
que, oocitos provenientes de foliculos muy peque-
fos (<2-5 mm) poseen menores tasas de MIV, FIV
y produccion de blastocitos que los oocitos pro-
venientes de foliculos de mayor tamafo (>5 mm).
Esto puede deberse a que el oocito aun no ha al-
canzado su capacitacion meiodtica y/o maduracion
citoplasmatica o porque estos foliculos ya pueden
estar iniciando un proceso de atresia (Lonergan et
al., 1994; Leibfried-Rutledge, 1999; Ferreira et al.,
2009), lo que demuestra la evidente relacion entre
el tamano folicular y la calidad y subsiguiente de-
sarrollo del oocito bajo condiciones in vitro (Sirard,
2011). El numero de foliculos antrales que se en-
cuentran en los ovarios de un individuo en un mo-
mento determinado depende de: la movilizacion
de reservas del ovario, el desarrollo folicular en
sus fases iniciales (que a su vez depende del es-
tado metabdlico, endocrinolégico y nutricional del
individuo) y la dinamica de crecimiento durante la
fase antral (Viana & Bols, 2005; Sirard, 2011).

Los primeros intentos para obtener oocitos de los
foliculos directamente del ovario, se realizaron en

humanos utilizando la aspiracion folicular guiada por
ultrasonido conocida como ovum pick up — OPU
(Gleicher et al., 1983; Dellenbach et al., 1984). Poste-
riormente esta técnica fue adaptada en bovinos tam-
bién llamada aspiracion transvaginal — TVR (trans-
vaginal recovery), (Pieterse et al., 1988; Pieterse et
al., 1991). Segun la frecuencia de las aspiraciones,
la edad del animal, razas y otros factores se pueden
obtener entre 50 a 100 gestaciones al aho cuando
se utilizan los oocitos de una sola vaca (Bols, 1997).

Los oocitos bovinos pueden ser obtenidos in
vivo mediante las técnicas de aspiracion folicular
guiada con ultrasonido, laparoscopia via flanco o
por laparotomia ventral o medial (Gordon, 1994;
Bols, 2001). La laparotomia fue la primera técni-
ca utilizada para estos fines pero fue desplaza-
da rapidamente debido a su naturaleza invasiva
y laboriosa. Esta tiene grandes inconvenientes
como: la anestesia general, la necesidad de mé-
dico veterinario cirujano, con ciertas instalaciones
y equipo, mas de un operario para su ejecucion,
ademas de las complicaciones inherentes a toda
cirugia (Bols, 2001); sin embargo en la actuali-
dad se continua utilizando esta técnica en casos
especificos como en la recuperacion de oocitos
en animales prepuberes, que al ser de bajo peso
y talla no pueden ser aspirados con el ultrasoni-
do transvaginal (Taneja et al., 2000; Bernal et al.,
2011). La laparoscopia fue adoptada alrededor
de la década de 1980 (Sirard & Lambert, 1985;
Sirard et al., 1985; Sirard et al., 1985a). A pesar
de ser considerada una técnica con un alto grado
de repetibilidad, la visualizacién del ovario suele
ser complicada y requiere de personas expertas
para realizar la recoleccion debido al riesgo de
presentar adherencias en el sitio de la puncion y
de peritonitis (Bols, 2001). La OPU fue desarrolla-
da en la década de los 80 con el fin de recolectar
los oocitos de una manera menos traumatica que
la cirugia o la laparoscopia (Callesen et al., 1987;
Pieterse et al., 1991). Entre sus principales venta-
jas se encuentra que es menos invasiva y su po-
sible aplicacion sin el uso indispensable del esti-
mulo hormonal, aunque se debe tener en cuenta
que se obtiene un mayor numero de foliculos con
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estimulacion previa (Pontes et al., 2011), la posi-
bilidad de ser utilizada en cualquier momento del
ciclo estral incluso en estados de gestacién tem-
prana (Viana & Bols, 2005). Ademas, es bastan-
te rapida y el operador requiere una asistencia
minima (Bols, 1997; Viana & Bols, 2005; Pontes
et al., 2011). En la actualidad es la técnica mas
utilizada para la PIV ya sea con propdsitos co-
merciales o de investigacion, incluso cuando se
trabaja con donadoras de alto potencial genético
(Pontes et al., 2011).

Otra valiosa fuente de oocitos son los ovarios de
vacas faenadas, recolectados en plantas de sa-
crificio. Estos constituyen una buena fuente para
la investigacién y la produccion, cuando no se
requiere de animales genéticamente privilegia-
dos (Goncgalves, et al., 2001; Palma, 2001), como
la produccion en masa. Pero también cuando se
conoce un lote de animales que van a ser sacri-
ficados y se reconoce su mérito genético (recu-
peracion genética, “beef from dairy”), 0 se debe
hacer “fusil” sanitario por la presencia de una en-
fermedad en una region o pais (Galli et al., 2003).
Sin embargo, es conocido que este material es
extremadamente heterogéneo en términos de ca-
lidad y desarrollo in vitro (Lonergan et al., 1994).
Dichos ovarios pueden ser sometidos a procesos
de diseccion o puncion folicular. Normalmente son
transportados en solucion salina al 0.9% de NaCl
a una temperatura que oscila entre los 30 y 35°C
(Gongalves, et al., 2001; Palma, 2001). En el labo-
ratorio los ovarios son lavados con solucion sali-
na, suero fisioldgico, alcohol y en algunos casos
con antibioticos (Penicilina y estreptomicina los
mas comunes) (Gongalves, et al., 2001). La pun-
cion folicular se realiza con agujas de calibre 18
0 mayor, y con bisel corto tanto in vivo como en
piezas faenadas (Gongalves, et al., 2001).

Los sistemas de cultivo celular
Existen varias clases de medios de cultivos para oo-

citos y embriones, los cuales tratan de simular los
nutrientes encontrados en el tracto reproductivo, por

lo tanto se han basado en los estudios realizados
sobre la composicion de diferentes electrdlitos,
carbohidratos, lipidos, aminoacidos y proteinas
entre otros (Miller & Schultz, 1987; Thompson,
1996; Holm et al., 1999). Sin embargo, se esta-
blece generalmente la siguiente clasificacion, de
acuerdo a sus formulaciones (Farin et al., 2001;
Camargo et al., 2006):

Medios Indefinidos: contienen suero fetal bovino
o co-cultivo con células somaticas. El suero fetal
bovino (SFB) proporciona varios nutrientes a los
embriones como aminoacidos, vitaminas, factores
de crecimiento, y sustratos energéticos (Thomp-
son et al.,, 1998; Rizos et al., 2003; Leivas et al.,
2011). Sin embargo, puede contaminar el medio de
cultivo con factores embriotoxicos (Gongalves, et
al., 2001). Aunque se ha demostrado que el SFB
aumenta significativamente el porcentaje de obten-
cion de blastocitos (Leivas et al., 2011), varios estu-
dios muestran que el suero tiene un efecto “bifasi-
co” sobre los embriones, inhibiendo las divisiones
celulares tempranas pero acelerando el desarrollo
hacia estadios mas avanzados (Abe et al., 2002;
Wrenzycki et al., 2004). Los embriones producidos
con adicién de SFB al medio pueden presentar al-
teraciones ultra estructurales, defectos en la com-
pactacion y la blastulacién, perfiles de expresion
genética anormales y mayor incidencia del sindro-
me del ternero grande (Abe et al., 2002; Wrenzycki
et al., 2004). Asi mismo, debido a que el SFB tam-
bién aumenta la acumulacion de lipidos citoplas-
maticos, se reduce la supervivencia embrionaria
cuando se realizan procesos de criopreservacion
(Camargo et al., 2006; Rizos et al., 2003; Abe et al.,
2002). Los co-cultivos con células somaticas, tam-
bién pueden ser usados en los medios indefinidos.
Estas pueden contribuir al desarrollo embrionario
al remover sustancias nocivas (como metales pe-
sados) y radicales libres del medio de CIV, ademas
de secretar factores de crecimiento (Gordon, 1994).
Las células somaticas pueden variar severamente
los resultados obtenidos en los sistemas de PIV,
aumentando significativamente la variabilidad in-
dividual al usar diversos tipos de células o de di-

versos animales (Rizos et al., 2002).
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Medios Semidefinidos: son medios donde no hay
co-cultivos y el SFB es remplazado con albumina
sérica bovina (BSA: por sus siglas en inglés) (Pal-
ma, 2001). Esta contribuye con la eliminacion de
algunos componentes potencialmente daninos del
suero (Palma, 2001). La albumina es una de las
proteinas con mayor presencia en el tracto repro-
ductivo de los mamiferos y se cree que tiene un
importante papel en la nutricion del embrion du-
rante su desarrollo en las fases de post-compac-
tacion (Camargo et al.,, 2006); A pesar que su rol
exacto en este proceso todavia no es totalmente
claro, se cree que sirve de sustrato de aminoa-
cidos a los embriones en crecimiento (Camargo
et al., 2006; Gordon, 1994). En diversos estudios
se ha demostrado que la BSA logra mejores ta-
sas de criopreservacién embrionaria comparada
con el SFB (Rizos et al., 2002; Raty et al., 2011)
sin embargo, la BSA es también un componente
biolégico sujeto a posible contaminacion que pue-
de causar fallas graves durante la maduracion del
oocito y el desarrollo embrionario (Thompson &
Peterson, 2000).

Medios Definidos: Son sistemas libres de proteinas,
donde la BSA es remplazada por macromoléculas
como el polivinil alcohol y polivinilpirrolidona (Ca-
margo et al., 2006). La ventaja de estos sistemas
es que los efectos nocivos del SFB, el co-cultivo
y la BSA son eliminados, sin embargo hasta hoy,
no se han obtenido las mismas tasas de blastoci-
tos transferibles, prefieces y terneros nacidos vivos
que con los medios indefinidos o semidefinidos
(Camargo et al., 2006). Es por esto que su uso co-
mercial es aun limitado y continua la investigacion
en su busqueda (Camargo et al., 2006).

Maduracion de oocitos in vitro (MIV)

El oocito, al interior del foliculo, esta envuelto por
células de la granulosa, formando el complejo Cu-
mulus-Oocito (COC) (Asdell, 1955; Sirard, 2011). El
conjunto de células préximas a la zona pelucida que
estan en intimo contacto con el oocito por uniones
intercomunicantes, se denominan corona radiada.

Esas células del cumulus tienen funcion diferencia-
da de aquellas presentes en la pared del foliculo, en
consecuencia de su contacto directo con el oocito
(Callejas, 2001). Sustancias reguladoras producidas
por el oocito cumplen una funcién importante en la
actividad de las células del cumulus y de la misma
manera, componentes de estas células somati-
cas tienen participacion activa en los mecanismos
de maduracion y crecimiento del oocito (Fair et al.,
2007; Krisher, 2004; Haccard & Jessus, 2006).

Las caracteristicas microscoépicas del foliculo son
importantes para determinar el potencial de ma-
duracion nuclear y citoplasmatica del oocito. Los
oocitos presentes en foliculos menores de 2 mm
de diametro, generalmente no son competentes
para reiniciar la meiosis, mientras que un elevado
porcentaje de foliculos mayores de 8 mm ya estan
en proceso de atresia (Gordon, 1994). Morfoldgi-
camente, los oocitos con mayor viabilidad deben
presentar citoplasma homogéneo con granula-
ciones finas, de coloracion marrén y completa-
mente envueltos por varias capas de células del
cumulus dispuestas en forma compacta (Krisher,
2004). Varias clasificaciones morfologicas han
sido adoptadas para seleccionar oocitos bovinos
con el objetivo de identificar los de mayor viabi-
lidad (Goncalves, et al., 2001). La mas comun es
la que los separa en una escala de valores de 1 a
4, considerando las caracteristicas del cumulus y
del citoplasma del oocito (Leibfried & First, 1979):

Calidad 1: cumulus compacto presente, conte-
niendo mas de tres capas de células. Citoplasma
con granulaciones finas y homogéneas, zona pe-
lucida llena, completa y de coloracion marron.

Calidad 2: cumulus compacto parcialmente presen-
te con menos de 3 capas de células. Citoplasma
con granulaciones distribuidas heterogéneamente,
pudiendo estar mas concentradas en el centro y
mas distribuidas en la periferia o0 condensadas en
una sola zona aparentando una mancha oscura.

Calidad 3: cumulus presente, pero expandido. Cito-
plasma contraido con espacio entre la membrana




Generalidades de la produccién de embriones bovinos in vitro

cional
istancia

oz o

Universi
Abierta

z

a

celular y la zona pelucida, degenerado, vacuoliza-
do o fragmentado.

Calidad 4: oocito desnudo sin células del cumulus

El oocito presente en el foliculo primordial, una
vez activado, debe crecer y sufrir varias modifica-
ciones de orden ultra estructural, citoesquelético y
bioquimico con la finalidad de tornarse competen-
te para reiniciar y completar la maduracion meio-
tica (Ptak et al., 1999; Salamone et al., 2001). Los
oocitos competentes reinician in vivo, la prime-
ra division meiodtica coincidentemente luego del
pico ovulatorio de LH (Leibfried-Rutledge, 1999;
Goncgalves, et al., 2001; Palma, 2001). La madura-
cion del oocito esta ligada a una serie de transfor-
maciones estructurales y bioquimicas que hacen
que el gameto femenino sea apto para ser fecun-
dado y alcanzar el desarrollo embrionario subsi-
guiente (Leibfried-Rutledge, 1999; Goncalves, et
al., 2001; Palma, 2001). La maduracion del oocito
ocurre a nivel nuclear y citoplasmatico (Ptak et al.,
1999). La maduracién citoplasmatica se refiere al
proceso que prepara al oocito para la activacion,
formacion de los pro-nucleos y el desarrollo en la
fase de pre-implantaciéon (Ledda et al., 1999; Ptak
et al., 1999; Salamone et al., 2001). Al iniciar el
proceso de maduracion, la trascripcion de genes
necesarios para la sintesis de proteinas durante
el inicio del desarrollo embrionario disminuye casi
por completo (Lonergan et al., 1994; Mamo et al.,
2011). La modulacion de la sintesis proteica es ob-
servada simultdneamente con la reorganizacion
de organelos citoplasmaticos (Lonergan et al.,
1994), reportandose variaciones en su numero,
tamano y posicion (Damiani et al., 1996; Ledda
et al., 1999; Mamo et al., 2011). En la restructura-
cion citoplasmatica, la mayoria de los organelos
migran hacia el centro de la célula a excepcion de
los granulos corticales que van hacia la periferia
ooplasmica y adquieren la capacidad de realizar
exocitosis (Fair et al., 2007; Mamo et al., 2011).

Las principales modificaciones bioquimicas del
ooplasma incluyen: aumento en la actividad de la
proteina kinasa activadora mitogénica (MAPK) y

del factor promotor de maduracion (MPF), el de-
sarrollo de los mecanismos controladores del au-
mento de Ca* y la capacidad de descondensar la
cromatina del esperma fertilizante (Salamone et
al.,, 2001; Haccard & Jessus, 2006). EIl MPF se
considera como el regulador universal del ciclo
celular tanto para los procesos de meiosis como
para los de mitosis (Haccard & Jessus, 2006).
La MAPK y el MPF se activan luego de un largo
proceso que aun no se comprende en su totali-
dad, durante el reinicio de la meiosis y hasta su
segundo arresto. Por lo que bajos niveles de estos
factores o su inapropiada activacion pueden influir
seriamente en la capacidad de desarrollo de los
oocitos (Salamone et al., 2001).

Por otra parte, el proceso de maduracion nuclear
del oocito bovino requiere de 18 a 22 horas y com-
prende el reinicio de la meiosis desde la profase
meidtica de la primera division hasta la metafase |
(segunda division) (Lonergan et al., 1994; Ptak et al.,
1999; Salamone et al., 2001). Este proceso se res-
tablece de manera correcta si el oocito cuenta con
una competencia meiédtica (Guimaraes, 2000). Esta
competencia se adquiere progresivamente durante
el crecimiento folicular y del oocito; y es asociada
con una serie de cambios nucleares y del ooplasma.
Los principales eventos nucleares son la ruptura de
la vesicula germinal, la condensacién de los cromo-
somas, el avance hasta la metafase |, la expulsion
del primer cuerpo polar y el subsiguiente segundo
arresto meidtico en la metafase Il hasta la fertiliza-
cion (Guimaraes, 2000; Salamone et al., 2001).

Durante la maduracion nuclear y citoplasmatica
las células somaticas que envuelven el oocito
también sufren significativas modificaciones (Lei-
bfried-Rutledge, 1999; Goncalves, et al., 2001). Se
ha sugerido que el “diametro critico” al cual los
oocitos adquieren la capacidad de desarrollarse
es de 110-120 pym, diametro que corresponde con
foliculos de mas de 3 mm (Fair et al., 1995; Duby
et al., 1996; Fair, 2003; Viana & Bols, 2005). Des-
pués de la maduracion, los oocitos son mantenidos
en Metafase Il hasta la fecundacién o la activacién

partenogenética (Lonergan et al., 1994).
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Una gran cantidad de medios han sido utilizados
para la MIV sin embargo, en la actualidad la ma-
yoria de equipos utiliza como medio base el TCM-
199 con sales de EARLE (Camargo et al., 20086).
Este medio es modificado conforme la rutina de
cada laboratorio. En relacion a las hormonas, es
usual la utilizacion de LH, FSH o la combinacion
de las dos (Keefer et al., 1993; Gordon, 1994; Choi
et al., 2001). La adicion de SFB al medio de MIV
ha sido sugerida como un requisito para alcanzar
una optima expansién del cumulus y la madura-
cion del oocito. Ademas del medio, otros factores
relacionados con el ambiente de cultivo celular de-
ben ser considerados como fundamentales para
el desarrollo embrionario. Para esto, es necesaria
una incubadora que mantenga una atmdsfera ga-
seosa y temperatura constantes. Generalmente la
MIV de oocitos bovinos es realizada a 39°C por 22
a 24 horas en atmésfera de 5% de CO, (Gordon,
1994; Oyamada & Fukui, 2004; Bermejo-Alvarez
et al., 2010).

No solo las gonadotropinas juegan un importante
papel en regulacion intraovarica. Se ha demostra-
do la presencia de factores de crecimiento como
IGF 1, VEGF y MPF en fluido y células foliculares y
se han identificado varios de sus receptores, lo que
sugiere que estas moléculas toman parte en el cre-
cimiento folicular y el proceso de maduracion del
oocito (Haccard & Jessus, 2006; Fair et al., 2007),
razon por la cual se han venido agregando a diver-
sos medios de MIV (Oropeza et al., 2004).

Capacitacion espermatica

El espermatozoide es funcionalmente inmaduro,
infértil e inmovil mientras permanece en el testi-
culo, y adquiere la capacidad de fecundar en el
epididimo (Alberts, 1996; Eddy, 2006). La mayor
parte de los cambios que ocurren en el epididimo
estan relacionados con la adquisicion de motilidad
y en menor grado con la morfologia y el metabo-
lismo (Alberts, 1996; Eddy, 2006). La maduracién
es un reflejo de muchas variaciones bioquimicas

del espermatozoide como la estabilizacién de
cromatina y de las estructuras de cabeza y cola,
estabilizacion de la membrana plasmatica por
la absorcion e integracion de glicoproteinas epi-
didimarias, adquisicién de movimientos progre-
sivos y habilidad para ligarse a la zona pelicida
(Alberts, 1996; Darzon et al., 1999; Eddy, 2006).
Los espermatozoides, en contacto con el plasma
seminal, sufren incorporaciones y modificaciones
de factores decapacitantes en su superficie que
los hacen incapaces de fecundar. Este fendmeno
bioquimico es denominado decapacitacion es-
permatica (Darzon et al., 1999). La capacitacion
espermatica es de fundamental importancia para
que estos espermatozoides se tornen aptos para
fecundar in vivo, este proceso ocurre en el tracto
genital de la hembra por la remocion de los facto-
res decapacitantes debido a las interacciones que
se establecen entre el espermatozoide y los fac-
tores capacitantes. Dicha interaccion no produce
modificaciones morfoldgicas pero si bioquimicas,
que resultan en desestabilizacién y fluidez de la
membrana plasmatica y la hiperactivacion esper-
matica, esenciales para que ocurra la reaccion del
acrosoma y la posterior penetracion del esperma-
tozoide en el oocito (Alberts, 1996). Esta capaci-
dad se desencadena a partir de la eyaculacion
en el tracto genital femenino y en el curso de la
migracion espermatica, razon por la cual depen-
de del ciclo estral y de las condiciones utero-tu-
baricas que condicionan el transporte y viabilidad
de las células espermaticas (Alberts, 1996; Eddy,
2006). En la presencia de calcio extracelular, el
espermatozoide capacitado tiene la habilidad de
ligarse a la zona pelucida del oocito y de sufrir la
reaccion acrosémica. Esta reaccion envuelve la
segmentacion progresiva del acrosoma y la fusion
de las membranas plasmatica (oocito) y acrosomi-
ca (espermatozoide), formando vesiculas y permi-
tiendo la liberacion de enzimas y la exposicion de
la membrana interna (Darzon et al., 1999; Mayor-
ga et al., 2007; Hu et al., 2010).

Los mecanismos de capacitacion espermatica
aun no estan bien definidos, pero se reconoce
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que algunos glucosaminoglicanos presentes en el
tracto genital femenino son los responsables de la
eliminacion de componentes adheridos a la mem-
brana del espermatozoide, alteracion de la com-
posicion lipidica de su membrana, aumento de la
permeabilidad de los iones de Ca*, cambios en
el pH intracelular y un aumento del metabolismo
(Alberts, 1996; Darzon et al., 1999; Eddy, 2006).
Los glucosaminoglicanos son polimeros lineales
constituidos por la sucesiéon de unidades estruc-
turales disacaridas formadas generalmente por un
acido urdnico y una hexosamina (Palma, 2001).
En el proceso in vitro, la heparina es el glucosami-
noglicano mas extensamente utilizado para capa-
citar los espermatozoides bovinos.

Existe variacion individual entre toros, en cuanto
a la concentracion de heparina necesaria para la
capacitacién espermatica, sin embargo, la con-
centracion ideal de heparina varia de 2 a 100 pg/
ml de medio (Gordon, 1994a). Otras sustancias
han sido utilizadas en los medios para realizar el
proceso de capacitacion in vitro, como la catecola-
mina, adrenalina y el aminoacido hipotaurina, con
lo cuales se ha encontrado un notable aumento
en la motilidad espermatica y la penetracion del
oocito (Miller et al., 1994; Palma, 2001).

Preparacion espermatica para la FIV

Las técnicas mas utilizadas para la separacion de
espermatozoides vivos, de los demas componen-
tes seminales y de los crioprotectores son el “swim
up”, los gradientes de percoll y el lavado esper-
matico (Palma, 2001). Idealmente, la separacion
de los espermatozoides debe ser simple, rapida,
de bajo costo, donde se logre el procesamiento
de grandes volumenes de semen, controlando la
concentracién y volumen final de la suspension
espermatica. Ademas, no debe provocarse nin-
guna alteracion espermatica durante el procesa-
miento y se deben recuperar la mayoria de es-
permatozoides motiles removiendo componentes
indeseables como los espermatozoides muertos,

microorganismos, sustancias toxicas y bioactivas
(Goncgalves, et al., 2001).

En el protocolo “swim up”, los espermatozoides
vivos son separados de los muertos, del plasma
seminal y de los componentes diluyentes, por la
motilidad ascendente (Parrish & Foote, 1987; Pa-
rrish et al., 1995). Ese proceso consiste en depo-
sitar de 200 a 500 pl de semen en el fondo de
tubos de centrifuga que contengan entre 1y 2 ml
del medio sperm-talp, para que el semen perma-
nezca en el fondo del tubo, cubierto por este. En
seguida estos tubos son incubados en una atmds-
fera de 5% de CO,y a una temperatura entre 39
y 45°C durante una hora, permitiendo que los es-
permatozoides migren hacia la posicidon superior
del medio y que los demas constituyentes del se-
men permanezcan en el fondo del tubo (Gordon,
1994a; Parrish & Foote, 1987). En una segunda
etapa, el sobrenadante es aspirado, de tal forma
que no permita que los componentes del fondo del
tubo entren en contacto con los espermatozoides.
En seguida se transfiere esta porcion a otro tubo
con el fin de centrifugarla y se le adicionan 4 mi
del medio sperm-talp (Gordon, 1994a; Parrish et
al., 1995). Por ultimo se centrifuga nuevamente
para obtener una concentracion final de 1 a 2 x10
espermatozoides/ml (Palma, 2001).

En la técnica del Percoll, el semen se centrifuga,
pasandolo por diferentes gradientes de concen-
tracion, para permitir la separacion de los esper-
matozoides vivos de los demas constituyentes del
semen, basandose en la diferencia de densidades
(Parrish et al., 1995). Para la dilucion del percoll, el
medio sperm-talp tendra sus sales concentradas
en una proporcion de 10 veces. Con ese medio,
se prepara una solucién de percoll al 90%, y lue-
go se realiza una segunda dilucion de percoll a
45%. En el fondo del tubo se coloca primero la
solucién de percoll 90% y luego, muy lentamen-
te, se coloca la misma cantidad de percoll 45%,
sin permitir que las dos soluciones se mezclen. El
contenido de la pajilla de semen se deposita a la
superficie, y esto se somete a centrifugacion por
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30 minutos. Al terminar la centrifugacion, el pellet re-
sultante alberga a los espermatozoides vivos, y todo
el sobrenadante es descartado (Gongalves, et al.,
2001; Somfai et al., 2002; Samardzija et al., 2006).

Fertilizacion in vitro de oocitos (FIV)

Luego de terminar la MIV y de tener separados los
espermatozoides viables, se debe proporcionar
un ambiente apto para que ocurra la capacitacion
espermatica y la fecundacién (Gongalves, et al.,
2001). Dicho ambiente debe permitir el correcto
metabolismo de las células del cumulus y del oo-
cito y mantener la funcidon espermatica eficiente.
Para esto, el medio mas utilizado es el FERT, que
contiene heparina para la capacitacion esperma-
tica. El co-cultivo (espermatozoides-oocitos) es
realizado por un periodo ente 18 y 22 horas, a una
temperatura de 39°C, en una atmodsfera de 5% de
CO, (Palma, 2001). De igual forma, en algunos la-
boratorios se suele adicionar PHE (penicilamina,
hipotaurina, epinefrina), al medio FERT, con el fin
de aumentar la actividad espermatica y de facilitar
su penetracion, incrementando los indices de fe-
cundacion (Miller et al., 1994).

El espermatozoide penetra en la zona pelicida
por acciones enzimaticas y mecanicas (Brewis &
Wong, 1999; Leibfried-Rutledge, 1999; Florman &
Ducibella, 2006). La reaccion acrosomica permite
liberaciéon de enzimas que digieren la matriz de la
zona pelucida (Brewis & Wong, 1999; Florman &
Ducibella, 2006). La fusién del oocito con el es-
permatozoide ocurre después de la penetracion,
especificamente por el contacto entre el segmen-
to ecuatorial del espermatozoide y la membrana
plasmatica del oocito (Alberts, 1996). El oocito ac-
tivado por el espermatozoide responde inicialmen-
te con la despolarizacion de la membrana plas-
matica, aumento de las oscilaciones intracelulares
de calcio, exocitosis de los granulos corticales,
aumento del pH intracelular y la sintesis proteica
(Alberts, 1996; Brewis & Wong, 1999; Darzon et
al., 1999). Para impedir la penetracion de mas de

un espermatozoide, ocurre el bloqueo primario de
la poliespermia que se debe a la rapida despo-
larizacién de la membrana plasmatica del oocito
después de la fecundacion, denominado bloqueo
vitelinico (Goncalves, et al., 2001; Florman & Du-
cibella, 2006). Luego de la penetracion ocurre la
segunda division meidtica y los cromosomas que
permanecen en el oocito son introducidos a una
membrana nuclear, formando el pronucleo feme-
nino. De la misma forma, la membrana nuclear
del espermatozoide se desintegra, la cromatina
nuclear se descondensa por la remocién de pro-
teinas nucleares especificas y ocurre la formacion
de una nueva membrana nuclear que envuelve los
cromosomas paternos, formando el pronucleo pa-
terno mitética (Brewis & Wong, 1999; Florman &
Ducibella, 2006). Durante su desarrollo, los pronu-
cleos femenino y masculino migran para el centro
del ooplasma, alli ocurre la singamia donde los
pronucleos se desintegran y los cromosomas se
asocian para la primera divisién mitética (Alberts,
1996; Florman & Ducibella, 2006). Una vez com-
pletado el proceso de fecundacién los cromoso-
mas paternos y maternos se asocian dando inicio
al desarrollo embrionario, el cual ya cuenta con un
genoma nuevo.

Cultivo de embriones in vitro (CIV)

Luego de finalizar la etapa de fertilizacion in vitro,
los oocitos fertilizados son sometidos a la etapa
de cultivo. El objetivo de esta etapa es permitir
que, los oocitos fertilizados se desarrollen hasta
un estadio embrionario en el que se pueda realizar
la transferencia a la receptora.

Aunque la glucosa es la principal fuente de energia
consumida por las células embrionarias, se ha de-
mostrado que posee efectos perjudiciales en el de-
sarrollo temprano de embriones mamiferos como el
aumento de las concentraciones de radicales libres
intracelulares (Leibfried-Rutledge, 1999; Camargo et
al., 2006), por esta razoén, el piruvato y el lactato son
las fuentes de energia elegidas preferentemente en
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los medios de CIV (Takahashi & First, 1999; Wirtu et
al., 2003; Karja et al., 2004). La tension de oxigeno
que la mayoria de embriones mamiferos encuen-
tra en el tracto reproductivo es de 3.5 a 8%, debido
a esto los embriones deben ser cultivados in vitro
usando una tension de oxigeno similar (Takahashi
& First, 1999; Wirtu et al., 2003; Karja et al., 2004).
Los beneficios de una baja tensién de oxigeno en
los medios de CIV son diversos, entre estos se pue-
den encontrar: un incremento en el numero de cé-
lulas, una mejor tasa de produccion de embriones
y una menor produccion de radicales libres (Gor-
don, 1994a; Takahashi & First, 1999) mientras que,
una tensiéon de oxigeno mayor al 5% puede causar
apoptosis de las células embrionarias y/o alterar el
patron de expresion génica, en parte por la mayor
concentracion intracelular de radicales libres (Ca-
margo et al., 2006). Estos intervienen en el metabo-
lismo celular impidiendo su replicacion y por ende,
disminuyendo su tasa de crecimiento. Viana et al.,
2005 utilizaron la adicién de éxido nitrico al medio de
CIV para disminuir la formacion de radicales libres,
aumentando la obtencién de blastocitos.

Las secreciones del tracto reproductivo de la hem-
bra presentan una gran cantidad de aminoacidos
que pueden ser utilizados por el embrién como
fuente energética y para la sintesis de proteinas
(Miller & Schultz, 1987; Wirtu et al., 2003). Por tal
razon, el uso de aminodacidos en medios de CIV
libres de suero aumenta el desarrollo embrionario,
probablemente debido a su accion antioxidante y el
control que ejercen sobre el pH (Takahashi & First,
1999). Sin embargo, la utilizacion de aminoacidos
incrementa las concentraciones de amonio dentro
del medio, razén por la cual este debe ser rempla-
zado cada tres dias (Takahashi & First, 1999).

Se ha demostrado que los factores de crecimiento
secretados por las células somaticas, estimulan el
crecimiento de los embriones mamiferos (Block et
al., 2007; Block et al., 2011). El factor de crecimiento
epidermal (EGF), mejora la maduracién nuclear y la
tasa de clivaje, asi como el desarrollo embrionario
(Lim et al., 2007). El factor de crecimiento similar a la

insulina tipo 1 (IGF-1), incrementa la tasa de blastoci-
tos y el numero de células al estimular la mitosis em-
brionaria (Block et al., 2007; Block et al., 2011). De
igual manera, se han encontrado receptores para la
hormona de crecimiento y el IGF-1 en células de cu-
mulus, oocitos y embriones (Oropeza et al., 2004).

Al finalizar el proceso de singamia, se origina el
cigoto con un nuevo arreglo citoplasmatico y se da
inicio a la formacion de un organismo multicelular
con un nuevo potencial genético (proveniente de
padre y madre). En esta fase ocurren una serie de
divisiones mitéticas por medio de las cuales, el ci-
goto que posee una sola célula de gran volumen,
se divide en numerosas células de menor tamafio.
Los estadios de desarrollo embrionario inicialmen-
te se nombran de acuerdo al nimero de células
que posee el embrion (2, 4, 8, 16, 32 y 64 células),
hasta que se convierte en morula, en la cual, las
blastdmeras se agrupan en una masa solida en
la que no se distinguen correctamente cada una
de las células (Brackett et al., 1982; Goncalves,
et al., 2001; Thompson & Peterson, 2000). En los
mamiferos, el genoma embrionario comienza su
trascripcion desde las fases iniciales del desarro-
llo y es comun que estas divisiones iniciales ocu-
rran de manera muy lenta, por lo que suelen en-
contrarse embriones con numero impar de células
(Latham et al., 2002). Siendo esta otra caracteris-
tica del desarrollo temprano, ya que las primeras
divisiones suelen ser asincronas, o sea que los
blastdmeros no se dividen simultaneamente (La-
tham et al.,, 2002). Luego que se ha dado la for-
macioén de la mdrula, comienzan a diferenciarse
en el embrion dos tipos celulares: las células de
la masa celular interna, que daran origen a el feto
y las células del embrioblasto que daran origen a
una parte del corion y estaran en contacto directo
con el utero materno luego de la eclosion y duran-
te la implantacion (Alberts, 1996).

En los animales domésticos ocurre un fenémeno
de compactacién de las blastémeras, las cuales
parecen perder sus identidades y formar una Unica
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masa celular (MCI: masa celular interna) (Flor-
man & Ducibella, 2006). Este fendmeno de com-
pactacion es esencial para que posteriormente
se formen el trofoblasto y el embrioblasto cons-
tituyéndose asi, la primera diferenciacion celular
en embriones mamiferos (Peippo et al., 2011). En
bovinos y ovinos esta compactacion ocurre en el
estadio de 32 células.

Los primeros eventos que ocurren con el embrion
son marcados por la diferenciacion de las unio-
nes entre los blastdmeros, con la formacion de las
uniones incipientes firmes y las uniones de tipo
gap (Latham et al., 2002; Peippo et al., 2011). La
diferenciacion de células embrionarias en célu-
las del trofoblasto o en células del embrioblasto
es determinada por sus posiciones en la fase de
morula es decir, las células del interior de la méru-
la van a dar origen al embrioblasto, mientras que
las de la periferia, daran origen al trofoblasto (Flor-
man & Ducibella, 2006). La formacion del blasto-
cele (cavidad del blastocisto) es una etapa que su-
cede luego de la compactacion del embrion, que
en este estadio se conoce como mérula compacta
(Palma, 2001). Para la formacion del blastocele,
es necesario que se incremente la cantidad de
fluido que pasa a través de las células del trofo-
blasto hacia el interior del embrién. Luego de la
formacion del blastocisto ocurre su expansion, en
consecuencia del continuo acumulo de liquido y
de la divisién celular. Durante la expansion del
blastocisto, la asincronia de la divisidon celular au-
menta y sucede de forma mas lenta (Latham et al.,
2002; Peippo et al., 2011).

Conclusiones y perspectivas

La PIV se ha masificado en la ultima década de
manera significativa. A pesar que los bovinos con-
tindan siendo la especie donde mas se utiliza esta
biotecnologia, se han logrado dar grandes avan-
ces en la aplicacion comercial de esta técnica en
ovinos y caprinos. En otras especies como los

equinos, porcinos, caninos y felinos, se han logra-
do registrar nacimientos e incluso hacer avances
importantes en la estandarizacion de las condicio-
nes de los medios de cultivo sin embargo, aiun no
se dispone masivamente de estos procesos a nivel
comercial y generalmente se realizan con fines de
investigacion. La mayoria de laboratorios trabajan
para optimizar los medios de cultivo, de manera
que se asemejen al maximo a las condiciones na-
turales del oviducto y utero materno. Esto permiti-
ra en un futuro producir embriones que sean mas
resistentes a los procedimientos de transferencia,
criopreservacion y micromanipulacion.

A partir de la PIV se dio inicio el desarrollo de nue-
vas biotecnologias como la clonacion, la microma-
nipulacion de embriones, la inyeccion intracitoplas-
matica de espermatozoides (ICSI), la utilizacion de
las células madres embrionarias y la transgénesis.
Procedimientos de ICSI se realizan rutinariamente
en las clinicas de reproduccion asistida en pare-
jas con problemas de infertilidad. Igualmente, se
han logrado grandes avances en la produccion de
animales transgénicos como cerdos, salmones,
cabras, ovejas y vacas. Generalmente, la finalidad
de estos transgenes es la produccion a gran es-
cala de proteinas, enzimas, hormonas, etc. que al
ser fabricadas de manera sintética resultan muy
costosas. La clonacion de individuos, a pesar de
haber generado una gran cantidad de criticas y
debates, se encuentra disponible comercialmente
para bovinos en paises como Brasil, Argentina y
Estados Unidos, entre otros. Es de esperarse que,
en el campo de la biotecnologia, continden los pro-
cesos de investigacion que conlleven a avances
importantes. Se podria esperar que estos procedi-
mientos comenzaran a aplicarse de manera mas
frecuente e incluso, a estar disponibles comercial-
mente en los préximos anos. Sin embargo, es evi-
dente la necesidad de seguir profundizando en los
procesos fisiolégicos y moleculares que regulan el
desarrollo embrionario, con el fin de manipularlos
de una manera mas certera y poder incrementar
la tasa de eficiencia de esta biotecnologia.
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