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Universidad Veracruzana

La fecundacion in vitro (FIV) representa una de las tecnologias reproductivas mas importantes en
Norteamérica y América Latina. Durante la ultima década su uso ha progresado significativamente en todo

el mundo (Bello, 2022).

La FIV se basa en la maduracion artificial de gametos no fecundados (oocitos),
estos, pueden provenir de ovejas o cabras sacrificadas, de los cuales los
ovocitos serian recolectados a través de una técnica de corte o llamada Slicing,
por otro lado, la recoleccion también podria ser a travées de la aspiracion

folicular (Hernandez-Marin et al., 2018).
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Ventajas de la

fecundacion in vitro

Descendencia
elevada de la
calidad genética.

Herradon et al. (2007)

Aumenta el
indice en los
programas de
produccion.

Embriones de
calidad a un costo
bajo.
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Beneficia a las hembras que
presentan problemas de
infertilidad, alteraciones

estructurales o de
funcionamiento a nivel del
tracto genital.
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Seleccion de ovocitos:

Una vez recolectados los ovocitos, se procede a su seleccion. Esta etapa es muy importante debido a que la seleccion de estos debe ser de
alta calidad para obtener los mejores resultados en la Maduracién in vitro (MIV) y posteriormente en la FIV. La clasificacion de los
ovocitos se basa en el analisis critico segln sus aspectos morfologicos.

A B c D Criterios:
s 1.  El diametro del ovocito
. % *j— ¢ 2. El aspecto citoplasmatico
e 3. Las caracteristicas morfoldgicas del cumulus que rodea al
ovocito

Clasificacion:
Calidad 1 o calidad A: su citoplasma es homogéneo con granulaciones finas.

Calidad 2 o calidad B: su citoplasma es homogéneo, pero se aprecian areas pequefias de pigmentacion irregular, mientras que su cumulus
es compacto, pero de menor tamafio.

Calidad 3 o calidad C: Son consideraos irregulares ya que presentan un citoplasma completo, pero vacuolizado.

Calidad 4 o calidad D: Tienen un citoplasma completamente heterogéneo pigmentado, son considerados ovocitos malos y de nula
calidad (Mamani, 2017). 4
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Maduracion in vitro (MIV):

Es de las etapas méas importantes para lograr con éxito la FIV. Se trata del proceso siguiente a la recoleccion y seleccion de los
ovocitos y los COC’S. Es considerada la etapa en la cual los gametos femeninos alcanzan la capacidad para ser fecundados, por ende,
estos gametos finalizan su desarrollo durante la MIV llegando al estadio de Metafase 11, donde maduran completamente al completar
la competencia nuclear y citoplasmatica (Fernandez et al., 2007b).

Proceso de la M1V

1. Transporte

Lavado de ovarios

3. Recoleccion de ovocitos por corte Slicing. Se realizan cortes con ayuda de una hoja de bisturi estéril, cortando los foliculos que
tienen un diametro de 2 a 6 mm.

4. Lavado del foliculo. Se lava con medio de maduracion (TCM-199 suplementado con heparina, gentamicina y HEPES) (Cuéllar,

2020).
5

Corpusculo polar

N
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Se seleccionan aquellos ovocitos con tres 0 mas capas de células del cumulus y aquellos cuyo citoplasma es
homogéneo (Cuéllar, 2020).

La MIV de los ovocitos de ovino y caprino se realiza en grupos de 25 6 50 ovocitos e incubados a 38-39 °C en
atmasfera humidificada del 5% de CO2 en el aire durante 24 a 27 horas (Paramio & lzquierdo, 2014).

8
4
o El medio de maduracion cominmente utilizado es el TCM 199, puede ser suplementado con:
== - Suero fetal bovino (SFB)
w « Piruvato
.| » Glucosay penicilina
« Estreptomicina
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Fecundacion in vitro (FIV)

La FIV se define como el proceso en el que el ovocito previamente madurado es penetrado por
un espermatozoide capacitado fuera del tracto genital de la hembra, imitando la interaccion del
gameto femenino con el masculino, formando los prondcleos y realizando la singamia bajo
condiciones controladas (Cuellar, 2020).

El proceso de fecundacion in vitro puede llevarse a cabo de la siguiente manera:

» Una vez concluida la maduracion in vitro se procede al denudamiento de los ovocitos, esto se realiza con ayuda de una pipeta'y a un
flujo constante a una presion de 180 pl.

* Ya que los ovocitos son denudados, deben recibir dos lavados para poder ser situados en un medio de cultivo. EI medio mas
conocido es el Fluido Oviductual Sintético (SOF), éste debe ser esterilizado y equilibrado en una incubadora de atmosfera, a una

temperatura que oscilé los 38.5 °C.

« Al finalizar el lavado, los ovocitos denudados se deben colocar en SOF para ser fecundados a una concentracion final de 1x106
espermatozoides (Canovas & Coy, 2008; Paramio & Izquierdo, 2014; Ugalde et al., 2021).
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Capacitacion espermatica

La capacitacion espermatica es un proceso en donde el espermatozoide sufre cambios tales como:
« La fosforilacion de proteinas

 La eliminacién de colesterol de la membrana plasmatica

 La elevacion de calcio intracelular.

Esta capacitacion se puede lograr al exponer al espermatozoide en concentraciones de cafeina y/o heparina, sustancias que
ayudaran a estimular el proceso de capacitacion en los espermatozoides, preparandolos para la interaccion y fecundacion del évulo
(Jacome et al., 2014).
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Fusion de gametos:

Con la fusion de gametos se concluye el proceso de la fecundacion in vitro. La zona pelicida
sufre un cambio en donde se expande y una vez iniciada la reaccién del acrosoma se fija la
cabeza del espermatozoide con ayuda de receptores que actan como proteinas ligantes sobre la
ZP, posteriormente se liberan enzimas que ayudan en la motilidad del espermatozoide para
lograr penetrar hasta el interior del ovocito (Hafez & Hafez, 2000).

espermatozoide membrana

membrana de f"w”d Acion

vitelina

2 / ©
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Espermatozoides
=~ Ovulo

La fusion de los gametos se realiza con un medio de Tyrode’s tamponado. Se
utilizan de 10 a 15 ovocitos denudados, afiadiéndoles una dosis de 1 millon de
espermatozoides aproximadamente por ml de medio. Posteriormente los
ovocitos se dejan en una incubadora bajo altas concentraciones espermaticas
para poder reforzar la posibilidad de ser fecundados. Los ovocitos llegan a ser
penetrados por los espermatozoides a las tres horas de haber iniciado la
fusion (Canovas & Coy, 2008).
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Activacion del ovocito

El ovocito, metabolicamente inactivo, experimenta tras la fusion con el espermatozoide un “despertar” que, mediante una
serie de cambios morfologicos y bioquimicos, le va a conducir a la diferenciacion y formacion de un nuevo individuo.
Este despertar del ovocito se conoce como activacion (Cuéllar, 2020).

Fu5|on membranas

Atravesar ra B

la zona pelucida \

Reaccion 1\ ’ ;3 (o0
acrosomlca\\:@A : \

Cuando el espermatozoide penetra al ovocito ocurre una liberacion de calcio intracelular persistiendo entre 3 0 4 horas,
ocasionando una reaccion en los granulos corticales en el ovocito, la cual libera enzimas que alteran la conformacion de la ZP.
Esta alteracion ocasiona una disminucion en la afinidad de los espermatozoides con el ovocito, por ende, se bloquea la
entrada de espermatozoides adicionales, lo que resulta importante para evitar la poliespermia (Olivera et al., 2006).

10
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En este proceso, también se da una serie de vias de sefializacion que logran
terminar la segunda division meidtica en el ovocito y con esto la expulsion del
segundo cuerpo polar (Cerdo, 2019).

La activacion quimica del ovocito se realiza mediante el cultivo en un medio,
por ejemplo, el SOF-HEPES conteniendo Ca por un tiempo aproximado de 4
minutos a una temperatura de 39 °C y rapidamente después se cultivan con
otro medio en gotas de 100 ul por ejemplo el medio SOF-IVC que se
suplementa con albumina de suero bovino (BSA) y otros compuestos mas por
cinco horas en una atmoésfera humeda con el 5% de CO, al aire a una
temperatura de 38.5 °C (Benavides, 2012).

11
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Cultivo in vitro de embriones

El proceso inicia cuando los embriones presentan mas de cuatro células resultantes de la fecundacion in vitro, en este momento
son retirados del medio de maduracion para continuar con su proceso de division celular en un medio especial de cultivo de
embriones, es ahi donde terminaran la division de ocho, dieciséis y treinta y dos células para llegar a morulas y blastocitos. Al
momento de llegar a estas etapas, los embriones son transferidos a ovejas receptoras de dos maneras: en fresco o congelados
(Ugalde et al., 2021).

Esta etapa determina la eficiencia total del protocolo, del mismo modo demuestra la calidad del proceso mediante el resultado
de los embriones que se lleguen a obtener.

12
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Las condiciones convencionales de incubacion de los embriones durante el cultivo son las
Tension de oxigeno |  mismas que las empleadas para la MIV y la FIV, es decir, 5% de CO2 en atmosfera saturada de
humedad a una temperatura de 38.5-39°C.

Se ha demostrado que el cultivo de embriones en volimenes reducidos
de medio o en grupos incrementa significativamente el desarrollo a

blastocisto.

Relaciéon: embriones/volumen de
medio

En cuanto a los elementos organicos que se deben tener en

cuenta son:
* Fuente de energia, las mas comunmente utilizadas en

los medios de cultivo son el lactato, el piruvato y la
glucosa (Mucci et al., 2006).
« Tambien se debe tener en cuenta la fuente de proteina,

37 °C
como los aminoéacidos, los cuales son elementos de
95% de relativa importancia ya que participan en la regulacion

humedad del desarrollo de los embriones (Ramirez, 2020).

0. 5% O0:
5% CO2
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Evaluacion de la fecundacion in vitro

La fecundacion in vitro se puede evaluar mediante la observacion de la
tasa de segmentacion a las 18 y 48 horas posteriores a la fecundacion; el
estadio de morula y de blastocisto entre los 6 y 8 dias. Los ovocitos
suelen ser lavados con citrato de sodio al 3%, se denudan y se fijan con
etanol-acido acético durante 24 horas a 4°C. Después de esto, se tifie con
acetato-orceina al 1.1 %, y se clasifican de la siguiente manera:

A

B.

Penetrados (dos pronucleos en el citoplasma del cigoto, puede
aparecer una cola de espermatozoide o la cabeza descondensada.
Asincronicos (son ovocitos que suelen ser penetrados por un solo
espermatozoide).

Grupo C (se detienen en la etapa de Telofase Il, aunque suelen ser
ovocitos activos).

Grupo D (se caracterizan por aquellos cigotos poliesmermaticos,
suelen presentar mas de dos pronudcleos y dos corpusculos polares)
(Baez et al., 2010).

14
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Conclusion

Esta investigacion contribuye al fortalecimiento de conocimientos tedricos sobre
la técnica de fecundacion in vitro aplicada en pequefios rumiantes. La
fecundacion in vitro toma un importante auge en estas especies, brindando
valiosas oportunidades en los temas de reproduccion y mejoramiento genetico,
asi mismo demuestra tener un impacto positivo en el avance cientifico, ayudando
a ampliar los conocimientos sobre las etapas que comprende el complejo
fendbmeno de la reproduccion.
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