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I. INTRODUCCION

La vaca mas pequefia del Mundo

En esencia, lafertilizacién in vitro (FIV) es una biotecnologia del area de la re-
produccién asistida que nos permite producir embriones en el laboratorio, fuera
del animal vivo. Crias de diferentes especies, incluyendo al hombre, han sido pro-
ducidas hoy en dia con esta tecnologia.

En el &rea de la produccidn animal, de los 470.000 embriones bovinos trans-
feridos a nivel mundial en 1998, cerca de 7% fueron producidos in vitro [36]. Esto
constituye un incremento en relacion con afios anteriores. Algunos investigadores
opinan que la FIV eventualmente sustituira a la inseminacion artificial a nivel de
las explotaciones bovinas comerciales (Brackett, comunicacion personal).

LaFIV es en la actualidad una tecnologia de rutina en varios laboratorios de
investigacion a nivel mundial, los cuales la utilizan como herramienta para el es-
tudio de diversos aspectos relacionados con la maduracidn de oocitos, la fertiliza-
cion y el desarrollo temprano del embrion. En estos laboratorios, los niveles de
segmentacion y posterior desarrollo embrionario (blastocisto) a partir de oocitos
(80% y 20% respectivamente) son importantes y muestran el gran potencial de la
técnica. Estos niveles de desarrollo hacen concebible la idea de producir embrio-
nes bovinos en forma masiva para explotaciones comerciales. Quizas uno de los
aspectos mas interesantes de la FIV, sobre todo en esta era de grandes avances, es
la relativa sencillez de esta tecnologia, los bajos costos de operacién y la utiliza-
cion de equipos simples, poco sofisticados y econémicos.

En nuestro laboratorio, la totalidad del proceso de produccionin vitro de em-
briones se lleva a cabo en pequenfias placas de petri (la vaca mas pequefia del mun-
do) bajo las siguientes condiciones:

— Temperatura de 38.5 a 39°C (temperatura corporal de la vaca).

— Atmosfera de incubacion con las siguientes concentraciones de gases:
5% CO,, 5% O,, 90% N,.

— Elevada humedad.
— Proteccion de la luz.

— Utilizacién de medios quimicamente definidos.

Un medio quimicamente definido es aquel en el cual los componentes qui-
micos son totalmente conocidos y puros. Generalmente estos componentes son
guimicamente sintetizados o producto de la tecnologia de recombinacién de
ADN. La utilizacion de productos de origen biolégico no son recomendables para
se utilizados debido al temor de contaminaciones o impurezas [6].

La fertilizacion in vitro comprende una serie de pasos que buscan en conjun-
to proveer a los gametos (oocito y espermatozoide), y posteriormente al embrién
con condiciones similares a aquellas encontradas a nivel del tracto genital femeni-
no (oviducto) después de la ovulacion. El objetivo de la fertilizacion in vitro, con-
siste en propiciar la interacciéon de los gametos, la formacion del cigoto y el
desarrollo del embridn hasta la formacion del blastocisto.
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El proceso de FIV comprende las siguientes etapas:

a) Maduracion in vitro (MIV).

b) Fertilizacion in vitro (FIV) propiamente dicha.

¢) Cultivo in vitro (CIV).

Ao largo de las paginas de este capitulo se describiran los aspectos fisioldgi-
cos (en el animal vivo) y las metodologias involucradas en cada una de estas eta-
pas. En la descripcion de cada etapa del proceso de FIV el lector encontrara una
pequefia introduccion seguida del objetivo de cada etapa. A continuacién, bajo el
subtitulo “Fisiologia” se describen algunos aspectos fisiolégicos importantes que
experimentan los gametos y/o embriones dentro del animal vivo (in vivo). A me-
nos que se indique lo contrario ha de entenderse que estos mismos procesos ocu-
rren bajo condiciones in vitro. Por ultimo, al final de cada etapa se dedica una
seccién para la descripcién de los aspectos técnicos de dicha etapa.

Los conceptos y las recomendaciones expresadas en este capitulo estan en
gran parte basadas en los principios y metodologias llevadas a cabo en el laborato-
rio de fertilizacion in vitro del Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la
Universidad de Georgia (U.S.A.), en el cual desempenia sus actividades de investi-
gacion el autor. Si el lector desea ampliar el conocimiento acerca de este tema, re-
comendamos la lectura del libro titulado: “Laboratory production of cattle
embryos” por lan Gordon [18].

Il. ETAPAS DE LA FERTILIZACION IN VITRO

1. Maduracion In Vitro (MIV)

La MIV es la primera fase de la FIV. Ovarios obtenidos en mataderos comer-
ciales son usados para la obtencion de los oocitos. Estos oocitos (u ovocitos) son
colocados en medios que promueven su maduracion y los preparan para ser ferti-
lizados.

Objetivo: Propiciar la progresion del oocito primario (immaduro), bloquea-
do en la profase de la primera division meidtica hacia la metafase de la segunda
division meidtica (oocito secundario, maduro). Durante este periodo de madu-
racién ocurren una serie de cambios que preparan al oocito para el proceso de
fertilizacion.

Fisiologia: En la vaca, horas antes de la ovulacion la elevacion preovulatoria
de lahormona luteinizante (pico de LH) reinicia el proceso de division meiéticaen
el oocito primario del foliculo dominante [18]. Esto permite que el oocito detenido
en la profase de la primera division meiética. estadio de vesicula Germinal (GV,
germinal vesicle) desde el nacimiento [40] pueda completar la primera division
meidtica y avanzar a la metafase de la segunda divisién meiotica (Metafase I,
MII) [18, 40]. Al parecer, la hormona LH provoca cambios en el microambiente fo-
licular que permiten madurar al oocito [40]. Estos cambios podrian incluir altera-
ciones en la tension de oxigeno, disponibilidad de substratos energéticos,
produccion de ATP, etc. [40].
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In vitro, la maduracion del oocito (MIV) toma lugar espontaneamente una
vez que los oocitos son liberados de los foliculos antrales (no necesariamente foli-
culos dominantes) y colocados en medios adecuados de maduracién (Pincus and
Enymann (1935), citado [40], que con frecuencia incluyen gonadotrofinas (FSH,
LH) y suero sanguineo.

La maduracion del oocito abarca tanto cambios a nivel del ndcleo como a ni-
vel del citoplasma y sus membranas. Los cambios mas evidentes y tipicamente
evaluados son los signos de maduracion nuclear, los cuales incluyen:

— ruptura y desaparicion de la membrana nuclear [ruptura de la vesicula
germinal, GVBD].

— desaparicion del nucleolo y la subsecuente condensacion de los cromoso-
mas, y;

— extrusion del primer cuerpo polar hacia el espacio perivitelino [18].

En la vaca, la ruptura de la membrana nuclear ocurre 4-8 horas después del
pico de LH [24], y el estadio de maduracidn nuclear (Metafase 1) se alcanza 19 ho-
ras después del pico de LH [9, 24]. Varios investigadores han determinado que la
maduracién nuclear (MII) se alcanza entre las 18-24 horas después de iniciada la
MIV [22, 23, 34]. En nuestro laboratorio mas del 95% de los oocitos alcanzan la ma-
duracion 18 horas después de iniciada la MIV (datos no publicados).

La maduracion citoplasmatica ha recibido poca atencidn, sin embargo pare-
ce poseer una gran influencia sobre la futura capacidad de desarrollo de los ooci-
tos. Se ha observado que la menor tasa de desarrollo de los oocitos provenientes
de becerras podria explicarse sobre la base de anormalidades o retrasos en la ma-
duracién citoplasmética [7]. La maduracion del citoplasma comprende, entre
otros, los siguientes eventos:

— redistribucion y exocitosis de granulos corticales, importantes para la fer-
tilizacion monoespermatica [7].

— redistribucién de otras organelas [7], tales como las mitocondrias, que
abandonan su posicion periférica para ubicarse en una posicion mas cén-
trica en el citoplasma [21, 24].

— desarrollo de un sistema de liberacién de Ca*, importante para el reinicio
de la meiosis, fertilizacion y desarrollo del embrién [7].

— -Adquisicion de la habilidad de decondensar el ntcleo del espermatozoi-
de que lo fertiliza [4].

Al igual que en oaocitos provenientes de becerras, el proceso de MIV podria
alterar alguno de estos eventos de maduracion citoplasmatica [7]. La formacion
del espacio perivitelino (21) y la expansion de las células del cumulus [18] son
cambios que ocurren durante lamaduracion del oocito. Este tltimo es de facil eva-
luacién y comunmente usado en el laboratorio de FIV de la Universidad de Geor-
gia como indicacion de una adecuada maduracién. El proceso de maduracion
capacita al oocito para la fertilizacion.



416 Hugo Herndndez

Técnica:

Recoleccién de oocitos: El proceso de maduracidn de oocitos es precedido por
la aspiracion de foliculos presentes en la superficie de los ovarios bovinos. Los
ovarios son obtenidos generalmente en mataderos comerciales. Una vez removi-
dos del animal sacrificado, los ovarios son transportados al laboratorio atempera-
tura ambiente. En el laboratorio, los ovarios son lavados con agua con el fin de
remover la sangre y demas residuos; intervalos entre 2 y 6 horas entre la recolec-
cion de los ovarios y su llegada al laboratorio no parecen perjudicar la calidad de
los oocitos. Incluso se ha observado cierto nivel de mejoramiento en la segmenta-
cion (proporcidn de oocitos madurados que se dividen y pasan a embriones de 4
células) cuando transcurren 2 a 4 horas entre la obtencién de los ovarios y la aspi-
racion de los foliculos (comunicacién personal S. Sirisathian).

Laaspiracion folicular se lleva a cabo mediante una aguja 18 g (1% pulgadas)
acoplada a una jeringa de 10 ml. Ademas del tamafio, se considera la apariencia
del foliculo al momento de la seleccion folicular. Se prefieren foliculos claros y
transparentes; los foliculos oscuros y de apariencia turbia son eliminados. Ade-
mas de la técnica de aspiracion, existen otras técnicas para la obtencion de oocitos
como la diseccidn folicular y el “rebanado selectivo” de la superficie ovérica. La
ventaja de la aspiracion folicular sobre las técnicas anteriores es la rapidez con la
cual esta técnica puede ser realizada [18]; sin embargo, la diseccion y el rebanado
generalmente resultan en un mayor numero de oocitos recuperados. De manera
gue en aquellas situaciones en donde el nimero de ovarios constituye un factor li-
mitante seria importante considerar estas técnicas alternativas [18].

Seleccion de Oocitos: Una vez aspirados los oocitos o complejos oocito-cumu-
lus (COC), estos deben ser sometidos a un proceso de seleccion. Pueden existir
unagran variedad de morfologias entre los COC capaces de un desarrollo embrio-
nario normal [8, 28]. Por lo general, se buscan COC con un citoplasma (ooplasma)
homogéneo, uniformemente granulado, claro y cubiertos por multiples capas
compactas de células del cumulus [18]. Luego de ser seleccionados y lavados para
remover remanentes del fluido folicular los COC son colocados en el correspon-
diente medio de maduracion.

Maduracion: Para la M1V se utiliza el medio de maduracion de oocitos, MMO
(Oocyte Maturation Media, OMM). EI MMO es un medio complejo basado en el
uso de TCM-199 (medio de cultivo tisular), el cual consiste en sales de Earle suple-
mentadas con piruvato, lactato, aminoacidos, vitaminas, purinas, otras substan-
cias del suero, y los tampones HEPES y bicarbonato de sodio. El pH del medio se
mantiene entre 7.25y 7.35 y su osmolaridad entre 280 y 300 mOsm/Kg. Los COC
seleccionados son colocados en grupos de 15 a 20 en gotas de MMO de 10000L cu-
biertos con aceite mineral, en placas de Petri (60 x 15 mm); las placas se someten a
incubacion a 39°C, elevada humedad, protegidas de la luz y bajo 5% CO,, 5% O,y
90% N,, por un periodo de 24 horas.

Como resultado de la M1V se desea obtener un COC con un cumulus claroy
expandido, un ooplasma uniformemente granulado, sin evidencias de degenera-
cion y con un pequefio espacio perivitelino.
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2. Fertilizacion In Vitro (FIV)

La FIV propiamente dicha comprende la segunda fase del proceso de FIV.
Los espermatozoides moviles y viables provenientes de semen eyaculado o con-
gelado deben ser obtenidos y separados de aquellos muertos o inméviles. Una vez
seleccionados los espermatozoides moviles deben ser capacitados y posterior-
mente colocados en presencia de oocitos maduros para que se produzca el proce-
so de fertilizacion.

Objetivo:
— Propiciar la fusion del espermatozoide capacitado al oocito maduro.

Fisiologia: En el ganado bovino, el toro deposita el semen a nivel de la vagina
de la vaca. Para que los espermatozoides adquieran maxima capacidad de fertili-
zacion, estos deben permanecer un cierto tiempo dentro del tracto reproductivo
de la hembra [33]). Durante este tiempo, los espermatoozoides son seleccionados
por diferentes procesos (fagocitosis, moco cervical, barreras anatomicas) en base a
su viabilidad y motilidad. Adicionalmente, los espermatozoides han de experi-
mentar un proceso conocido como capacitacion. La capacitacién espermatica pre-
para al espermatozoide para adherirse y penetrar el oocito [4].

Dentro del tracto reproductivo femenino, los espermatozoides no son capa-
citados al mismo tiempo sino a lo largo de varias horas [33]; se estima que en la
vaca inseminada, los primeros espermatozoides capacitados requieren 6 horas
para completar este proceso. El aspecto fundamental de la capacitacion espermé-
tica es la remocion de la cobertura de proteinas depositadas sobre el espermato-
zoide [33] durante su recorrido por el tracto genital masculino. Gran parte de estas
proteinas son aportadas por el plasma seminal (33). La capacitacion se inicia a ni-
vel del cervix y se completa en el oviducto [33]. Especificamente, la regién istmica
del oviducto constituye el lugar donde se realiza gran parte del proceso de capaci-
tacion [4]. Es aqui donde el espermatozoide entra en contacto con células epitelia-
les del oviducto las cuales aparentemente juegan un rol importante en su
capacitacion [10]. Una vez en el oviducto los espermatozoides son almacenados
(17-18 horas) hasta poco antes de la ovulacion [17]. Con la ovulacién el espermato-
zoide capacitado se libera de su intima relacion con las células del oviducto, expe-
rimenta hiperactivacion [17, 33], y se dirige hacia la regién ampular del oviducto
[17]). La hiperactivacidn espermatica involucra un incremento radical en la movi-
lidad del espermatozoide, el cual pasa de una movilidad progresivay lineal a un
patron de movimientos flagelares asimétricos y vigorosos con cambios frecuentes
de direccion [18, 33]. La hiperactivacion incrementa la probabilidad de los esper-
matozoides de entrar en contacto con el oocito [4].

Luego de ocurrida la remocion de la cubierta de proteinas que toma lugar
durante el proceso de capacitacion quedan expuestas sobre la membrana de los
espermatozoides capacitados unas proteinas especificas (posiblemente las llama-
das desintegrinas) que se uniran a proteinas complementarias de la zona peltcida
del oocito (posiblemente integrinas). El oocito bovino es una célula esférica cu-
bierta por una envoltura glico-proteica llamada zona peltcida [11]. La zona pelG-
cida contiene tres glicoproteinas: llamadas Zona Proteina (ZP) 1, 2,y 3 (ZP1, ZP2,
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y ZP3). Las ZP 1y ZP2 son proteinas estructurales. La ZP3 actiia como un receptor
de espermatozoides, uniéndose a las proteinas presentes en la membrana esper-
matica [33].

En COC recién ovulados o madurados in vitroexiste una capa residual de cé-
lulas del cumulus adherida a la zona peltcida, a través de la cual han de penetrar
los espermatozoides capacitados para alcanzar y unirse a la zona pelGcida [1].
Esta union inicia sefiales intracelulares (O Ca” intracelular) que dan lugar a la
reaccién acrosomica[1].

La reaccion acrosomal involucra la fusién de la membrana plasmatica con la
subyacente membrana acrosomal externa del espermatozoide [4, 33]. Esta fusidn
da lugar a la formacidén de vesiculas en el acrosoma, a la desintegracion de sus
membranas y a la liberacion de enzimas acrosomales hidroliticas. Las enzimas li-
beradas permiten al espermatozoide digerir y formar un pequefio orificio a través
del cual penetrara la zona pelucida [33]. Esta accion localizada deja practicamente
intacta el resto de la zona peldcida, lo cual posteriormente sera importante para
prevenir la separacion de las blastomeras en el embrién [33].

Una vez que el espermatozoide penetra la zona peltcida, la hiperactividad
de la cola propulsa al espermatozoide y su cabeza alcanza el espacio perivitelino
[4, 33]. La membrana plasmatica a nivel del segmento ecuatorial de la cabeza del
espermatozoide se adhiere y luego se fusiona con la membrana plasmatica del oo-
cito [33]. Con la penetracion de la membrana plasmatica por parte del espermato-
zoide, el oocito es activado, liberandose de su bloqueo en metafase de la segunda
divisién meidtica y expulsando el segundo cuerpo polar hacia el espacio perivite-
lino. De esta forma se completa la segunda meiosis, el nGmero de cromosomas es
reducido a la mitad haciéndose haploide (30 cromosomas en el caso de la vaca) y
se promueve la subsecuente activacion y desarrollo del embrionario [1]. El restan-
te material nuclear conformara el prontcleo femenino [4, 18].

A continuacidn, el nacleo del espermatozoide es incorporado al citoplasma
del oocito, donde se convierte en el prontcleo masculino. Para que esto ocurra, la
envoltura nuclear se desintegra y el material nuclear liberado sufre un proceso de
decondensacion gracias a la presencia de agentes reductores, especialmente glu-
tation y a otros factores presentes en el citoplasma del oocito maduro [4, 33]; los
puentes disulfuro presentes en la cromatina nuclear del espermatozoide son re-
ducidos permitiendo la consecuente decondensacién del nucleo el cual constituye
ahora el pronucleo masculino. Esta decondensacion permite que el material nu-
clear masculino esté disponible para interactuar con el material nuclear femenino
[33]. Los pronucleos femenino y masculino migran al centro del oocito y una vez
en cercana proximidad, sus envolturas se desintegran, permitiendo la mezcla de
los cromosomas. Esto resulta en la formacion de un cigoto [4] y el restablecimiento
del estado diploide (60 cromosomas).

En el laboratorio: Desde que Chang (1951) y Austin (1951) sefialaron la necesi-
dad de que los espermatozoides fueran capacitados para adquirir el poder de fer-
tilizar el oocito [4], se han utilizado diferentes técnicas para inducir la capacitacion
espermatica in vitro. Los procedimientos de capacitacion artificial estan dirigidos
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a estimular la secuencia de eventos que normalmente tienen lugar en el tracto re-
productivo de la vaca. Entre las técnicas utilizadas se encuentran entre otros, el
uso de soluciones hiperténicas (380 mOsm [5], ionophoros de Ca” (incrementan la
concentracion intracelular de Ca™), gradientes de percol, cafeina, fluido folicular y
oviductal, pH elevado, heparina (glicosaminoglicanos) [18].

Los glicosaminoglicanos (GAGSs) han sido identificados como eficientes in-
ductores de la capacitacion espermatica in vitro. Este grupo de carbohidratos (po-
lisacaridos) conformado por unidades repetitivas de disacaridos incluyen a la
heparina, heparan sulfato, dermatan sulfato, condroitin sulfato, keratan sulfato y
el &cido hialurénico. Los GAGS estan presentes a nivel del fluido folicular y son
vertidos al oviducto al momento de la ovulacién. Adicionalmente, estan presentes
a lo largo del tracto reproductivo de la vaca.

De todos los GAGs examinados por Handrow y col [19], la heparina fue el
mas potente inductor de capacitacidén. Su uso como agente capacitador de esper-
matozoides estd muy generalizado en los laboratorios de FIV alrededor del mun-
do. La heparina se asocia al espermatozoide provocando cambios en su
membrana plasmatica y altera sacaridos presentes en su superficie [27], incremen-
ta los niveles intracelulares de cAMP y Ca” y eleva el pH intracelular [26, 27].
Ademas la capacitacién in vitro con heparina esté asociada a un incremento en la
intensidad de fosforilacion de ciertas proteinas espermaticas [26]. Todos estos
cambios parecen ser necesarios para el proceso de capacitacion. Aunque es muy
poco probable que la heparina sea el agente capacitador de espermatozoides den-
tro del tracto reproductivo de la vaca, se cree que un GAG parecido a la heparina
(posiblemente heparan sulfato) es en efecto el agente capacitante presente en el
fluido oviductal del animal vivo [27, 31]. Otros componentes del fluido oviductal,
tales como glicoproteinas secretadas durante el celo, también coayudan en el pro-
ceso de capacitacion [27]. En la actualidad se conoce que los espermatozoides eya-
culados poseen sitios de unién para la heparina, lo cual crea las bases moleculares
para que los GAG presentes en el tracto reproductivo de la vaca induzcan el pro-
ceso de capacitacion [18]. Han sido reportados efectos sinérgicos de la heparina
con la cafeina. La cafeina ha sido empleada durante la FIV para estimular la respi-
raciony motilidad del espermatozoide bovino. Aparentemente su efecto se debe a
lainhibicion de la fosfodiesterasa, lo cual resulta en laacumulacion intracelular de
AMP ciclico (cCAMP) [18].

Existe una importante variabilidad en el semen de toros para ser capacitado y
fertilizar oocitos in vitro [29]. Esta variabilidad puede ser enfrentada con el uso de
diferentes concentraciones espermaticas, tiempos de incubacién, concentraciones
de heparina, etc., hasta encontrar un punto éptimo de capacitacién. Aln asi, es pro-
bable encontrar toros con altas y otros con bajas tasas de fertilizacion in vitro [18].

Técnica: Uno de los aspectos claves de la FIV es la utilizacién de semen de
buena calidad. El semen fresco muestra las mejores tasas de fertilizacion in vitro
[32], a pesar de requerir un periodo mas prolongado de capacitacion que el semen
congelado [38]; sin embargo, el uso de semen fresco requiere el mantenimiento de
untoro en el centro de FIV, incrementando los requerimientos de personal e insta-
laciones. Adicionalmente, la calidad del eyaculado no es predecible. Por el contra-
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rio, el semen congelado generalmente ha mostrado tener un buen nivel de calidad
antes de ser congelado [18]; no obstante, es una buena practica en el laboratorio de
FIV, evaluar la calidad del semen después de descongelado, determinando la mo-
tilidad espermética utilizando un microscopio o un analizador de motilidad com-
putarizado (computer assisted motility analisis, CASMA). Como se describio
anteriormente en la seccidn de fisiologia, la motilidad es esencial para que los es-
permatozoides puedan superar ciertos obstaculos y efectuar la fertilizacién. La
motilidad espermatica es igualmente uno de los parametros mas facil y comuan-
mente evaluados, como indicadores de viabilidad seminal.

Existen diversos procedimientos que permiten la separacion de espermato-
zoides matiles de aquellos muertos o de poca vitalidad. Entre estos procedimien-
tos uno de los mas utilizadoa es el “swim-up” (nadar hacia arriba). Para llevar a
cabo el “swim-up” 90 a 150 pL de semen descongelado (37°C por 30 segundos) se
colocan en el fondo de una serie de tubos pléasticos de ensayo 12 x75 mm); luego el
semen se cubre por un volumen (1.5 cc) del medio apropiado (TALP, mDM, etc.
con pH elevado de 7.6 a 7.8). Los tubos se colocan en incubacion (5% CO,, 5% O,
90% N,, elevada humedad a 39°C) por 30 a 60 minutos); durante este tiempo, los
espermatozoides con motilidad progresiva elevada que se encuentran en el fondo
del tubo nadan vigorosamente hacia la superficie del medio. Con el fin de incre-
mentar significativamente el nUmero de espermatozoides métiles recuperados
con esta técnica los tubos son inclinados en un &ngulo de 45° durante la incuba
cion. La separacion de espermatozoides por swim-up incrementa el porcentaje de
motilidad en las muestras de semen (75-80%) e incrementa la tasa de fertilizacidén
in vitro [30].

Una vez cumplido el intervalo de incubacién (45 minutos en el laboratorio
de FIV de la Universidad de Georgia, usando mDM), los espermatozoides mévi-
les son colectados aspirando un volumen apropiado (870 L) del medio sobrena-
dante que cubre el pellet de semen; un rdpido examen de esta muestra nos revela
un alto porcentaje de espermatozoides matiles (50-80%). A continuacién estas
muestras son centrifugadas (10 minutos a 320 g); el pellet de espermatozoides que
se formaen el fondo del tubo se recuperay es resuspendido en unasolucion de he-
parina (100-200 ug/mL dependiendo del toro). Un periodo de incubacion de 15
minutos a 39°C en la solucién de heparina es considerado apropiado para lograr
la capacitacion de los espermatozoides. Una marcada hiperactivacion, un oscure-
cimiento, asi como una notoria adhesion de las cabezas de los espermatozoides se
observa luego del tratamiento con heparina.

Una rapida evaluacion de motilidad (% de motilidad progresiva) y un re-
cuento (utilizando un hemocitémetro) de espermatozoides (previa immoviliza-
cion con solucién de CINa al 3%) permitiré calcular el volumen de la solucién de
semen que es necesario para depositar 2 millones de espermatozoides moviles por
ml de medio de fertilizacion (200.000 espermatozoides moviles/gota; gotas de
100uL con 15-20 COC madurados). En el oviducto, la relacion espermatozoi-
des:oaocito se estima cercana a 1 [3, 20], pero en FIV en bovinos, donde el nimero
de espermatozoides varia entre 0.5 y 5 millones de espermatozoides por ml [18],
esta relacion esta en el orden de 10.000-20.000:1 [18]. Esta elevada cantidad de es-
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permatozoides, asi como las posibles alteraciones en la distribucién de los granu-
los corticales del oocito durante la MIV hacen a los sistemas in vitro especialmente
propensos a la poliespermia.

En oocitos bovinos se han observado los beneficios derivados de la presencia
de una buena cubierta de células del cumulus al momento de la fertilizacion.
Comparados con oocitos denudados o con oocitos con pocas capas de cumulus,
una buena cubierta de estas células inducen reaccion acrosdmica, incrementan la
tasa de fertilizacion y el desarrollo del blastocisto [14, 39]. Por esa razon, los ooci-
tos son denudados (remocidn mecanica de las células del cumulus) después de fi-
nalizada la FIV y antes del inicio del cultivo in vitro (CIV). Esto es diferente de lo
gue sucede in vivo donde s6lo 2 a 3 horas después de ser ovulados, los oocitos son
completamente denudados, motivo por el cual al momento de la fertilizacién en la
ampula del oviducto, el espermatozoide probablemente encuentre un oocito com-
pletamente denudado.

3. Cultivo In Vitro (CIV)

EL CIV constituye la Gltima de las etapas del proceso de FIV. Durante esta
etapa los embriones son transferidos de un medio a otro con el fin de procurar
proporcionarles las mejores condiciones para su crecimiento y desarrollo.

Objetivo: Proveer las condiciones que favorezcan la division celular, forma-
cion del blastocele y el normal desarrollo del embrion (cigoto a blastocisto).

Fisiologia:
a. El Oviducto

Cualquier sistema de CIV de embriones que desee producir eficientemente
embriones de buena calidad debe tomar en cuenta la estrecha relacion que existe
entre el embrién en sus estadios tempranos de desarrollo y el oviducto [16]. El ovi-
ducto no es un simple conducto que conecta el ovario al Gtero; el oviducto consta de
células especializadas que a través de sus secreciones (glicoproteinas, lipidos, facto-
res de crecimiento y citoquinas) afectan positivamente tanto a los gametos como al
embrion. Este efecto beneficioso del oviducto sobre el desarrollo del embrién, se
evidencia con la utilizacién de monocapas de células del oviducto en sistemas de
cocultivo. Las células del oviducto logran estimular una mayor viabilidad del em-
bridn [15]. Se cree que sobre todo glicoproteinas y factores de crecimiento son secre-
tados al lumen del oviducto en periodos especificos cuando el embrién hace su
recorrido por este 6rgano. Luego se unen a la ZP para ser incorporados al citoplas-
ma del embrién, afectando diferentes fases de su desarrollo [18].

b. Division Celular y Desarrollo del Embrién

A nivel del oviducto ocurre la singamia (fusion del prontcleo masculino y
femenino). El cigoto resultante, se caracteriza por poseer un volumen citoplasmé
tico enorme en relacién al volumen del ndcleo y experimenta una serie de divisio-
nes mitoticas que tienen como resultado un incremento en el nimero de célulasy
una disminucién del volumen celular, razon por la cual no se da un incremento
neto en el volumen del embrion. Estas divisiones celulares tienen lugar dentro de
los limites de la zona pelUcida [33].
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Las células producto de estas divisiones se conocen como blastémeras. Estas
blastémeras conservan su capacidad pluripotencial (cada blastomera es capaz de
dar origen a un individuo de dicha especie) hasta que el embridn tiene 8 celulas
[33]. La primera division celular en el embrién bovino ocurre entre las 32-36 horas
post inseminacién (hpi) dando como resultado un embrion de 2 células [2, 25]. La
segunda division (4 células) ocurre a las 42 hpi o 2-3 dias después del celo. El em-
brién de 8 células lo encontramos aun en el oviducto entre el tercer y quinto dia
después del celo (60 hpi). EI embrién de 16 células lo encontramos hacia el quinto
dia (102 hpi) [2, 37].

Las divisiones celulares contintan hasta que ya no es posible contar con
exactitud el nimero de blastémeras, es en ese momento que el embrion se conoce
como moérula. Es durante este estadio que se notan por primera vez las sefiales de
diferenciacion celular. Se inicia un proceso de compactacion celular en el cual las
células en el centro de la mdrula se compactan mas que las células en la zona mas
periférica. Estas células del centro o internas desarrollan uniones (gap junctions)
gue permiten la comunicacion intercelular entre ellas. Las células mas externas o
periféricas por su parte desarrollan adhesiones celulares entre ellas (célula a célu-
Ia) conocidas como tight junctions. Estas uniones parecen alterar la permeabilidad
de estas células periféricas [33].

Una vez establecidas las poblaciones celulares y sus particulares uniones in-
tercelulares, se cree que bombas activas de Na™ en las células periféricas comien-
zan a bombear iones de Na” hacia el centro de la moérula, en consecuencia
comienza a crearse un gradiente idnico en la mérula que favorece la difusion de
agua hacia la parte interna del embridn, formandose una cavidad llena de fluidos
conocida como blastocele. Cuando el blastocele comienza a ser evidente, al em-
brién se le conoce como blastocisto. A partir de este momento es mas clara la pre-
sencia de dos poblaciones celulares: a) la Masa Celular Interna (MCI), que se
derivade las células internas y que daré origen al embrién propiamente dicho (en-
do-, meso-, y ectodermo) y b) las Celulas del Trofoblasto, provenientes de las célu-
las periféricas y que dardn origen al coridn, que a su vez se convertird en el
componente fetal de la placenta [33].

A medida que la mitosis celular continua en el blastocisto, mas y mas canti-
dad de fluido continua llenando el blastocele, el embrién continua creciendo y la
presion dentro del blastocisto comienza a incrementar. Las células trofoblasticas
inician su produccién de enzimas proteoliticas que debilitan la zona peldcida, la
cual cede ante el crecimiento del blastocisto (blastocisto expandido). Un blastocis-
to expandido se reconoce no solo por su mayor diametro sino tambien por el adel
gazamiento de la zona peldcida. Llega un momento en que el blastocisto
comienza a contraerse y a relajarse en forma intermitente creando presion sobre la
zona peldcida que finalmente se rompe (blastocisto eclosionado), facilitando la
eclosion del embrién fuera de la zona peltcida [33].

Técnica:
Uno de los primeros medios de cultivo, adn en uso, en el cual fue posible el

cultivo y desarrollo exitoso de blastocistos bovinos y ovinos fue el Fluido Oviduc-
tal Sintético (FOS, en ingles: SOF: Synthetic Oviductal Fluid) [35]. La composicién
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de este medio se basé en el analisis bioquimico del fluido oviductal de la oveja
[18]. EI FOS ha sido modificado a través del tiempo, y de acuerdo con cada labora-
torio se suplementa con suero (humano, fetal bovino, etc), aminoécidos, etc. Los
blastocistos han sido obtenidos bajo una gran variedad de condiciones y modifi-
caciones de FOS. Cualquiera que sea el medio de cultivo a utilizar, generalmente
es formulado utilizando una solucion de sales (NaCl, KCI, KH,PO, CaCl,2H,0,
MgCl,6 H,0, etc.) como base, mas una fuente de energia (piruvato, lactato, gluco-
sa), una fuente de proteinas (BSA, suero) y una mezcla de aminoéacidos, vitaminas
y 0otros compuestos.

Es importante tomar en cuenta que en la medida que el embrion avanza en
su desarrollo, desde cigoto hasta blastocisto, en esa misma medida sus necesida-
des nutricionales y sus niveles de actividad metabdlica cambian. El medio de CIV
debe poseer suficiente flexibilidad para satisfacer dichos cambios y propiciar un
buen desarrollo embrionario. Por esa razon, en nuestro laboratorio durante el CIV
se utilizan 3 diferentes medios de cultivo que tratan de satisfacer las necesidades
cambiantes del embrién en desarrollo. El primero de estos medios es el g-FOS;
este medio se utiliza durante los 3 primeros dias del CIV y es rico en glutamina
pero carece de glucosa y de citrato. EL ¢c-FOS se emplea durante los dias 4 a 6 del
CIV; este medio es rico en citrato y glucosa, pero carece de glutamina. EI TCM es el
ultimo de los medios de cultivo a utilizar; el TCM es un medio complejo que se
emplea desde entre los dias 6 y 8.

Algunos autores apoyan el concepto de que los embriones bovinos, asi como
el de otras especies, en estadios tempranos requieren un medio de cultivo relativa-
mente simple para poder dividirse. Sin embargo, en estadios de desarrollo mas
avanzados los requerimientos de sustancias como vitaminas, acidos grasos, y fac-
tores de crecimiento se hacen cada vez mas esenciales [18]; tal parece ser el caso
del Factor Inhibitorio de la Leucemia (LIF). Este factor de crecimiento ejerce un
efecto beneficioso sobre el desarrollo del embrion cuando se usa durante estadios
de desarrollo avanzado (mérula o blastocisto temprano) mas no cuando se usa
durante estadios tempranos [11, 12, 13].

De esa manera, durante el CIV los embriones son transferidos sucesivamen-
te cada cierto tiempo (en promedio cada 48 horas) de un medio de cultivo a otro,
procurando que cada medio cubra las necesidades metabdélicas y de desarrollo de
dichos embriones. Los medios también son renovados con el fin de evitar la acu-
mulacion de toxicos, tal es el caso del FOS el cual debe ser reemplazado cada 48
horas para evitar la acumulacién toxica de amonio, resultante de la degradacién
de aminoéacidos [18]. Los presuntos cigotos (18 hpi) son transferidos del mDM al
g-FOS; en este medio de cultivo permanecen 54 horas o hasta el dia 3. Al final de
este periodo se evalla la division o tasa de fertilizacion (los embriones deben en-
contrarse entre las 4-8 células). Posteriormente son transferidos al c-FOS en donde
permanecen 72 horas o hasta el dia 6. En este momento los embriones deben en-
contrarse en el estadio de mérula compacta; cuando son finalmente transferidos al
TCM, en donde alcanzan su estadio de blastocisto (dia 7), blastocisto expandido
(dia 8) y blastocisto eclosionado (dia 9).
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I1l. USO DE LAFIVCOMO APOYO A LA GANADERIA DE DOBLE PROPO-
SITO

Como mencionamos al principio de este capitulo la produccién in vitro de
embriones bovinos ha alcanzado niveles de eficiencia importantes en diversos la-
boratorios a nivel mundial. Se ha acumulado suficiente experiencia desde el naci-
miento del primer becerroin vitro en 1982 como para llevar la tecnologia al campo
de la ganaderia comercial. Las experiencias a nivel de campo que se han produci-
do han sido positivas con aceptables tasas de prefiez.

A pesar de la superioridad que los embriones producidos in vivo (superovu-
lacidbn) muestran sobre los embriones producidos in vitro en términos de mayores
tasas de prefiez, existen aspectos de la FIV que la hacen muy atractiva para la ga-
naderia comercial. Entre dichos aspectos destaca la masiva y rapida produccion
de embriones de un determinado mestizaje, a un bajo costo y totalmente indepen-
diente de la variabilidad de la respuesta superovulatoria de las vacas donadoras.

Por estas razones a partir de 1999 se inicié un proyecto conjunto entre La
Universidad de Georgia (Athens, Georgia,USA); La Universidad del Zulia (Mara-
caibo,Zulia, Venezuela), laempresa VIATECA (Villa del Rosario, Zulia, Venezue-
la) y ganaderos comerciales de la region zuliana (Venezuela) con el fin de
producir embriones bovinos Brahman x Holstein (Doble Proposito). Hasta el mo-
mento mas de 150 embriones han sido transferidos en receptoras locales (Zulia,
Venezuela), y ya se han logrado los primeras gestaciones. Luego de una exhausti-
va revision de estos resultados, se han disefiado nuevas estrategias para incre-
mentar los porcentajes de prefiez y motivar la aceptacién comercial de la técnica.
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