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Introduccién

La produccion in vitro (P1V) de embriones se ha convertido en una técnica muy frecuente
hablando de grandes especies como bovinos. El éxito en PIV y la demanda de la misma
han aumentado considerablemente en los ultimos afos, no obstante, en animales los
canidos, la PIV no es frecuente y se enfrenta con el obstaculo fisiolégico para la obtencién
de embriones, resaltando la maduracion in vitro (MIV), ya que representa el principal
factor limitante en el desarrollo adicional de tecnologia de reproduccion asistida en
caninos salvajes como domeésticos (Chastant et al., 2012). Esto se debe a que la
reanudacion de la meiosis es altamente especifica en los caninos, en comparacion con
otros mamiferos y los ovocitos se ovulan en la etapa de vesicula germinal (VG) y
completan su maduracion nuclear después de 2 a 3 dias en el oviducto (Chastant et al.,
2012). Por lo anterior, la generacién de un medio éptimo para la MIV de ovocitos caninos
tratando de simular la fisiologia reproductiva ha sido un reto y con bajos porcentajes de
exito. El establecer condiciones adecuadas para la maduracion de los ovocitos en la
perra, requerir un enfoque diferente en las condiciones in vitro del medio, basadas no
solo en el microambiente folicular sino en el oviductal, al igual que las distintas
concentraciones y tiempos de exposicion hormonal hacia el ovocito (Evecen et al., 2011).
Por lo que, el objetivo general es evaluar el efecto de la suplementaciéon de hormonas
secuenciales y cafeina en la MIV de ovocitos de canino domeéstico, simulando y
coadyubando el microambiente ovarico y oviductal, como objetivos especificos es

evaluar la maduracién nuclear de los distintos grupos experimentales.

Marco teodrico

Los canidos son monoéstricos, es decir, presentan un solo evento ovulatorio y ciclo estral
por temporada de reproduccién, debido a la domesticacion de los caninos domésticos
(Canis familiaris) la estacionalidad no es tan marcada como en caninos salvajes
(Valdespino et al., 2007). Las secreciones hormonales controlan el ciclo estral, por lo que
el uso de hormonas en la suplementacion de los medios de cultivo in vitro es
indispensable, tomando en cuenta los eventos mas importantes durante el ciclo tal como

el aumento continuo de estradiol durante el proestro desencadena un aumento de LH



seguido de la ovulacién (Concannon, 2011) luego del pico preovulatorio el ovocito esta
expuesto a una alta concentracién de progesterona en el entorno folicular (Babu et al.,
2016), ya que hay una relacion estradiol-progesterona en la que si aumenta el estradiol
disminuyen los niveles de la progesterona (Moon et al., 2018), los niveles de
progesterona se mantienen altos por accion del cuerpo luteo (Miranda et al., 2018) y dos
dias después del aumento de LH, ovocitos en etapa de vesicula germinal (VG) se ovulan
en el oviducto (Carlson, 2008; Nagashima et al., 2019) los ovocitos en VG completan la
maduracion nuclear después de 2 a 3 dias en el oviducto (Luvoni, 2000) y solo
aproximadamente el 20% de los ovocitos caninos pueden completar la reanudacion
meidtica después de 24-96 h de incubacion (Hu et al., 2019). La expansion de las células
del cumulo es indicador de maduracion citoplasmatica en mamiferos y se utiliza para
determinar las tasas de maduracion de ovocitos, sin embargo, la expansion de las células
del camulo es rara y parece ser insignificante para la MIV de los ovocitos de perro (Demir
et al., 2019). La reanudacion de la meiosis es altamente especifica en los canidos, las
disminuciones en la concentracion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) permiten la
reanudacion de la meiosis, esto se debe a la liberacion de ovulacion preovulatoria de LH,
que induce una disminucion en el AMPc dentro de los ovocitos (Ramos et al., 2018). Las
concentraciones de AMPc se controlan mediante la modulacién de su sintesis por la
adenililciclasa (AC), la enzima ATPpirofosfatasaliasa, que convierte el trifosfato de
adenosina (ATP) a AMPc y pirofosfato en el ovocito (Ramos et al., 2018). Se cree que
diferentes vias actuan sobre los cambios en la concentraciéon de AMPc dentro de los
ovocitos a través de receptores de LH, vias intracelulares de calcio y fosfodiesterasas,
por lo tanto, el uso de inhibidores de la fosfodiesterasa como las metilxantinas (cafeina
o teobromina) se ha aplicado durante la maduracion de los ovocitos para mejorar su
maduracion nuclear in vitro (Salavati et al., 2013). Es por esto que se han establecido
estrategias para aumentar los porcentajes de la MIV por medio de la suplementacién en
medio de cultivo, ya sea con antioxidantes, hormonas, inhibidores meidticos y/o factores

de crecimiento (Hu et al., 2019).



Disefio metodoldégico
Especimenes y colecta ovarica

Los quimicos utilizados fueron de Sigma-Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO,

USA), al menos que se marque lo contrario.

En la Clinica de Esterilizacién Especializada (CEE) se colectaron los ovarios de 10 perras
luego de una ovariohisterectomia bajo los lineamientos del Comité Institucional de Etica
y Bioética de la UACJ.

Se colectaron los ovarios en solucion salina a 0.9% NaCl a 30-34°C. Posterior a la
cirugia, se le realiz6 un hisopado a las perras anestesiadas para una citologia vaginal,
esto mediante el frotado con un hisopo estéril en la vagina de la perra. Los ovarios fueron
transportados al laboratorio de Reproduccién animal en el Instituto de Ciencias
Biomédicas de la UACJ.

Recuperacion de ovocitos

Los ovarios colectados fueron lavados con solucion salina 0.9% NaCl a 34°C para
posteriormente ser macerados con un escalpelo No. 15 en una caja Petri 90 mm en 6 mL
de TCM199 con sales de Eagle suplementado con suero fetal bovino (FBS; Gibco, Grand

Island, NY, USA) al 1% para liberar los ovocitos.
Diserio Experimental

Se establecieron cuatro grupos experimentales: grupo control (A), solo con el medio de
maduracion convencional; grupo (B), medio convencional adicionado con hormonas en
un esquema secuencial: 0-24 h FSH 2 ug/mL + Estradiol 20 pg/mL, 24-48 h FSH 2 pg/mL
+ Estradiol 20 yg/mL + LH 1 ug/mL, 48-72 h FSH 10 pg/mL + Estradiol 5 yg/mL + LH 10
pMg/mL + Progesterona 4 ug/mL, 72-96 h FSH 2 ug/mL+ Progesterona 2 ug/mL; grupo
(C), medio convencional adicionado con cafeina 10 mM de 0- 24 h, y grupo (D), hormonas

secuenciales en el mismo esquema descrito anteriormente mas cafeina.

Maduracioén in vitro



Después de liberar los ovocitos en la caja Petri 90 mm, dentro de la campana de flujo en
un ambiente estéril con ayuda del estereoscopio se buscaron y tomaron los ovocitos con
una micropipeta de 10 yL para colocarlos en una caja Petri 35 mm con 2 mL de TCM199
con FBS, fueron seleccionados los ovocitos calidad | (con mas de dos capas de células
del cumulo y citoplasma oscuro granulado), Il (con dos capas de células del cumulo y
citoplasma ligeramente oscuro granulado) y los mejores de calidad Ill (con citoplasma
relativamente homogéneo) segun Hewitt et al., (1998) en una caja Petri 35 mm con 2
mL de TCM199 con FBS, luego se tomaron los ovocitos de calidad | y Il como seleccion
final como la mejor calidad, y fueron puestos en una caja Petri 35 mm con 2 mL de
TCM199 con FBS.

Los ovocitos calidad | y Il fueron puestos a madurar en una caja de cuatro pozos con 45
ovocitos por pozo en medio TCM199 con 500 uL suplementado con suero albumina
bovina (BSA, 4%), piruvato de sodio (Gibco, Grand lIsland, NY, USA) 50 pg/mL,
gentamicina 50 pg/mL a 38.5 °C en un ambiente humidificado de 5% de COZ2 en una
incubadora modular (MIC-101, Billups-Rothenberg, San Diego, USA). Posteriormente en
cada uno de los pozos se marcaron con el grupo experimental correspondiente y se
aplicé el tratamiento hormonal cada 24 h y cafeina las primeras 24 h, segun como

anteriormente fue descrito.
Evaluacion de la maduracion

Para la evaluacion nuclear, luego de las 96 h de tratamiento en MIV, los COCs fueron
lavados con PBS y desnudados con 0.2% de hialuronidasa. Los COCs ya desnudos y
posteriormente lavados fueron colocados en un portaobjetos con una cantidad minima
de medio y luego cubierta por 10 yL de soluciéon Hoechst 33342. Después de 5 minutos
de incubacion en la oscuridad, se retird la solucion de Hoechst y se cubrieron los ovocitos
con un medio de montaje acuoso Fluoromount. Los ovocitos se observaron luego con un
microscopio de epifluorecencia (Olympus), se evalud la cromatina, considerando la

longitud de onda de excitacion maxima de Hoechst 33342 (Morselli et al., 2018).

Para la evaluaciéon de la maduraciéon nuclear se tomd en cuenta los distintos estadios de
la maduracion nuclear de los ovocitos: (1) Vesicula germinal (GV) que es la identificacion

del nucléolo y filamentos muy finos de cromatina, (2) descomposicion de vesiculas



germinales (GVBD) en la cual se observa la condensacion de cromatina, (3) Metafase |
(MI) los cromosomas se acomodan en el hemisferio del ovocito, (4) Metafase Il ( MIl) los
dos grupos de cromosomas que se mueven a los extremos opuestos del huso meibtico

indicador del ultimo estadio de la maduracién (Hewitt et al., 1998; Bolamba et al., 1998).
Analisis estadistico

Las variables de respuesta que se evaluaron fueron los distintos estadios usados para
determinar la maduracién nuclear de los ovocitos: A) Vesicula germinal (VG), B)
destruccion de la vesicula germinal (GVBD), C) metafase | (Ml) y D) metafase Il (Mll), las
cuales son de tipo categorico.

El analisis de los datos fue mediante una prueba de Chi cuadrada o una prueba exacta
de Fisher (cuando el 75% de las celdas en las tablas de contingencia construidas no
presenten valores >5) y se realizara utilizando el paquete estadistico SAS (V. 9.0 para
Windows).

Resultados de practica

Debido a la pandemia global del 2020, se vi¢ limitado el trabajo de laboratorio por lo que
solo fue posible realizar la primera y Unica practica con todos los grupos experimentales

luego de que se hayan reunido todos los reactivos a trabajar.

El dia 17 de octubre se realizo la colecta numero 8 en la cual se dio todo el seguimiento
correspondiente al disefo experimental, pasadas las 96 h se evalué la maduracion con
el microscopio de epifluorecencia, sin embargo, ya que se realizaba por primera vez la
evaluacion nuclear, el tiempo de manipulacion fue excesivo y solo se logro evaluar el
grupo A y B, teniendo como evidencia solamente del grupo B (Figura 1). Otra
problematica que se presenté durante la evaluacion de la maduracion nuclear, fue la
sobretinsion de las muestras por lo que esto dificulto la evaluacién, solo es posible
especular que en la Figura 1 se logra apreciar un ovocito posiblemente en etapa de Mil
por lo que podria ser la presencia del cuerpo polar, sin embargo, debido a todas las



problematicas que se presentaron estos no pueden ser presentados como resultados

precisos del experimentos sino que solo como resultados de la practica.

Figura 1. Grupo B, ovocitos tefiidos con Hoechst 33342 después de las 96 h de maduracion.
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