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TECNICAS DE FERTILIZACION IN-VITRO DE OOCITOS DE OVINOS

Technics for in-vitro fertilization of ovine ovocytes.

RESUMEN

Oocitos recolectados  directamente de ovarios de ovejas
sacrificadas o por aspiracion de foliculos a través de
endoscopia de animales vivos son madurados in-vifro (MIV) en
medio de cultivo celular TCM-199 suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB) y la adicién de gonadotropinas (LH &
ug/ml, FSH 2,5 ug/ml), y estradiol (1ug/ml), bajo atmésfera
aire-5% COp, alta humedad y temperatura de 39°C durante 24
h. Después de la remocién del cimulo celular los oaccitos
madurados son inseminados con  espermatozoides
Capaci_tados in-vitro provenientes de semen fresco o congelado
en pellets, seguido de un periodo de incubacién para la
fertilizacién in-vitro (FIV) de 15 a 18 h bajo condiciones
similares a la MIV. Los cigotes obtenidos son cultivados in-vitro
(CIV) para su desarrollo utilizando medio TCM-199
suplementado con 10% de SFP y células epiteliales de
oviducto. Igualmente, un medio sintético de oviducto
modificado  (SOFM) y suplementado con 20% de suero
humano (SH) inactivado es también utilizado para la CIV.
Recientes investigaciones reportan valores promedios de 85%,
55% y 25% de tasa de MIV, FIV y CIV respectivamente de
oocitos de ovejas y que finalmente logran desarrollarse hasta
ja fase de blastocisto. Mas recientemente una alta tasa de 81%
de embriones de una célula lograron desarrollarse hasta la
fase de blastocisto bajo condiciones in-vitro empleando el
medio SOF-SH.
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ABSTRACT

Collected oocytes from ovaries of slaugthered ovine or
endoscopic aspiration of follicles in live are madurated in-vitro
(MIV) in TCM-199 medium supplemented with 10% bovine fetal
serum (SFB) plus addition of gonodatropins (LH, 51 g/ml FSH
2.5 w/ml and estradiol (1pg/ml) under 5% COz-air atmosphere,
high humidity and 39°C temperature during 24 hr. After removal
of the cellular cumulus from maturated oocytes insemination
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with in-vitro capacitated sperm from fresh or frozen in pellets
semen followed by an incubation period of 15 to 18 h under
similar conditions of MIV was performed. The formed cygotes
are cultivated in-vitro (CIV) for their development using
TCM-199 medium supplemented with 10% SFB and oviductal
ephithelial cells. Oviductal modified synthetic medium (SOFM)
supplemented with 20% inactivated human serum (SH) is also
used for CIV. Early research have reported mean figures of
85%, 55% and 25% of MIV, FIV and CIV respectively of ovine
ovocytes which develop to the blastocyst phase. More recently,
a high development rate af 81% was reported with embryos
from one cell to blastocyst under in-vitro conditions using
SOF-SH medium.
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INTRODUCCION

Los recientes avances en la tecnologia del transplante de
embriones han permitido un importante progreso genético al in-
crementar la descendencia de las hembras superiores. Aln
cuando la técnica ha alcanzado una importante etapa de apli-
cacién todavia existen problemas por superar como es producir
embriones en una mayor escala comercial.

La fertilizacion in-vitro (FIV) de oocitos es otra técnica
que podria ofrecer una nueva alternativa para obtener embrio-
nes destinados a los programas de transplante y/o investiga-
cion.

Atn cuando la FIV fue ensayada en animales mamiferos
desde hace mas de una centuria, los primeros resultados exito-
sos de prefiez y nacimiento fueron logrados en conejos con
oocitos ovulados y fertilizados in-vitro[1].

Posteriormente oocitos foliculares de conejos fueron ma-
durados y fertilizados in-vitro, resultando también en preheces
[2] en ratones [3], humanos [4] y ovejas [5,6].

Las resultados iniciales de FIV de oocitos de ovinos fue-
ron poco exitosos [7], reportdndose cuatro de 78 6vulos fertili-
zados in-vitro con espermas recolectados del Utero de ovejas
previa inseminacién. Utilizando también espermatozoides ca-
pacitados en el (tero se reportaron cuatro de 23 oocitos fertili-
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zados [8], lograndose una tasa de 14% de fertilizacion in-vitro
utilizando espermatozoides capacitados in-vitro [9]. Estos auto-
res, suplementado con proteinas para soportar la penetracion
de los espermas lograron un 28% de tasa de FIV [10].

Los éxitos de desarrollo de embriones de ovinos fertiliza-
dos in-vitro hasta la etapa de mérula ¢ blastocisto habian sido
muy limitados, hasta que se logré el desarrollo jn-vitro de em-
briones de 6-8 células producidas por la FIV [1]. Mas posterior-
mente se reporta una alta tasa de segmentacion (65%) y de
estado de mérula (35%) cuando embriones de una sola celula
producidas por FIV fueron co-cultivados en presencia de célu-
las epiteliales de oviductos de ovejas [11]. El cultivo con estas
células estimula al embrién a desarrollarse impidiendo el blo-
queo de la segmentacién que regularmente ocurre en los em-
briones de ovinos cuando alcanzan el desarrollo de 8 células.
El mecanismo de co-cultivo que estimula la continuidad del de-
sarrollo del embrién no es conocido. Probablemente, las célu-
las epiteliales de oviducto secretan algln factor indispensable
para el desarrollo embrionario. Los efectos de estas células so-
bre los embriones son relativamente especificos. Dicho efecto
también ha sido demostrado en el co-cultivo con vesiculas tro-
foblasticas [12]. Recientemente investigaciones han demostra-
do resultados satisfactorios del medio sintético de oviducto
(SOF) suplementado con 20% de suero humano, en el desa-
rrollo in-vitro de embriones de ovinos en ausencia del co-cultivo
[14,15].

PROCEDIMIENTOS TECNICOS

1. Recoleccién de oocitos. Los ovarios de hembras sa-
crificadas en matadero constituyen una fuente de oocitos. Los
ovarios, son trasladados a laboratorio en solucién salina fosfato
buffersalina (PBS) tibia (30-35%). Los foliculos de 0-5 mm de
diametro son aspirados con una jeringa de 5 mly aguja calibre
18 g x 1". El fluido folicular es depositado en una placa de petri
para la identificacion y seleccién microscépica de aquellos oo-
citos rodeados de un cumulus celular compacto.

En el animal vivo, los oocitos son obtenidos mediante la-
paroscopia por aspiracién de foliculos inmaduros o foliculos
desarrollados luego del tratamiento superovulatorio.

2. Maduracién in-vitro de oocitos. Los oocitos inmadu-
ros son depositados en microgotas (5ul) de medio de cultivo
TCM-199, suplementado con 10%(v/v) de suero fetal inactiva-
do (56°C/30 min), gonadotropinas: (5pg LH/ml, 2.5ug FSH/mly
estradiol 17B (1pg/ul). Células de la granulosa son igualmente
adicionadas en una concentracién de 5 10 células/ml.

Los oocitos depositados en microgotas (50 ul) de medio
de maduracién son madurados durante 24-26 horas a 39°C ba-
jo una atmésfera de aire-5% CO2 y alta humedad (95%).

3. Capacitacion de Espermatozoides. El semen fresco,
es lavado tres veces (1000 ¢/4 min) con medio de PBS y luego
resuspendido en medio TCM 199 + 20% (v/v) de suero de ove-
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ja colectado el segundo dia después del estro e inactivado (pH
7.8.9) ajustando a una concentracion de 2 x 10 espermas/ml.

La suspension de espermas es incubada a 20°C por 30-
40 min siendo finalmente llevada a una concentracién 1 x 10
células/ml. Otros medios basicos son también empleados, co-
mo el medio Brackett bufferizado con 10 mM Hepes contenien-
do 4.16 mM de bicarbonato de sodio, 122 mM NaCl y 2.25 mM
CaCly, suplementado con 20% de semen de oveja. Semen
congelado en pellets ha proporcionado resultados similares de
FIV.

4. Inseminacién de oocitos. Después del cultivo, el cu-
mulus expandido alrededor de los oocitos fue removido por pi-
peteo y lavado en medio PBS. Un total de 10-20 oocitos fueron
colocados con la suspensién de espermas e incubados juntos
15-18 h a 392C bajo humedad controlada y atmésfera condi-
cionada (5% COz en aire).

5. Cultivo in-vitro de cigotes. Después de la fertiliza-
cién, los cigotes cultivados in-vitro (CIV) en medio de TCM-199
suplementado con 10% SFB y monocapas (co-cultivo) de célu-
las epiteliales de oviducto (CEO) bajo condicionés de laborato-
rio similar que la MIV. El medio es reemplazado cada 48 horas
durante el periodo del cultivo de 5-6 dias. El cultivo de cigotes
en fluido sintético de oviducto (SOF), conteniendo 20% de sue-
ro humano (SH) y en ausencia de CEO, resulté igualmente
efectivo en el desarrollo embrionario hasta la fase blastocisto
[13, 14, 15].

DISCUSION

Aln cuando existen numerosos trabajos sobre MIV, FIV
y CIV de oocitos de bovinos, los pocos estudios llevados a ca-
bo en la especie ovina, han sido lo suficientemente destacados
que han permitido alcanzar resultados satisfactorios y equipa-
rables con los registrados en bovino. Recientemente, han sido
reportados valores de 85%, 55% y 25% de tasa de MIV, FIV'y
CIV de oocitos que finalmente lograron alcanzar la fase de
blastocisto bajo condiciones de laboratorio. Igualmente amerita
destacar los trabajos recientes de Walker y col [14], quienes
lograron una alta tasa (81%) de desarrollo de embriones de
una sola célula hasta la fase de blastocisto mediante CIV, em-
pleando Unicamente el medio SOF-SH. Las ovejas por su me-
nor costo de inversion y mantenimiento asi como por tener una
gestacién mas corta que los bovinos, estan siendo mayormen-
te utilizadas en los centros o estaciones experimentales.
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