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Fertilizacion in vitro y desarrollo
embrionario en bovinos
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1 uso de tecnologias de repro-
Educcién asistida (TRAs) en el
ganado tiene como objetivo
aumentar y mejorar el numero de
animales nacidos. Con respecto a la
aplicacion de la fertilizacion in vitro de
ganado hay dos 4reas principales a
considerar: el laboratorio o la produc-
cion de embriones (maduracion, ferti-
lizacion, cultivo, crioconservacion, clo-
nacion y manipulacion) y el campo o el
lado animal (sincronizacion, aspiracion
de ovocitos, transferencia de embriones,
diagndstico de la prefiez y salud animal).
En este trabajo, examinaremos

el primer aspecto, la produccién de

embriones in vitro, pero nuestro objeti-
vo serd demostrar como la produccion
de embriones in vitro en el ganado
puede aprovechar varias dreas cienti-
ficas emergentes diferentes de la tec-
nologia de ingenieria genética.

Las dos preguntas generales a te-
ner en cuenta al evaluar protocolos
para la produccion de embriones in
vitro son: 1) sel protocolo maximiza la
produccion de embriones? y 2) jes la
calidad del embrién producido lo su-
ficientemente elevada como para pro-
ducir una prefiez?

Casi cada semana hay un nuevo
articulo publicado en la literatura

que describe cémo una proteina co-
nocida, desconocida, un factor de
crecimiento, una molécula pequefia u
otro compuesto puede afectar la tasa
de produccioén de blastocitos bovinos
in vitro de manera positiva o nega-
tiva. Un problema principal es que
casi todos estos procedimientos se
desarrollan para su uso en una placa
de Petri. Tales protocolos tipicamen-
te se hacen en gotas de medios, que
son sistemas estaticos en lugar de sis-
temas dindmicos o de flujo que son
mas similares a lo que ocurre natu-
ralmente en las trompas de Falopio y
el atero. Una posible solucion a este
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problema es intentar imitar la situa-
cién natural tanto como sea posible
usando sistemas microfluidicos en
microcanales.

Los sistemas de microcanales para
embriones de mamiferos se desarro-
llaron mediante la combinaciéon de
tres areas de investigacion distintas:
1) fisica (hidrodindmica), 2) ingenieria
eléctrica (microfabricacién) y 3) biotec-
nologia de la reproduccion (produccion
y manipulacion de embriones in vitro).

Otro tema importante en la produc-
cién de embriones in vitro es la capaci-
dad de identificar aquellos embriones
que tienen el mayor potencial de de-
sarrollo. La evaluacion morfoldgica es
actualmente el método principal uti-
lizado para determinar la viabilidad
del embrion durante los ciclos de FIV.
Esta evaluacion incluye la observacion
del patrén de desarrollo de embriones
durante el cultivo, incluyendo el mo-
mento y la tasa de clivaje, asi como el
color celular, la forma, la densidad, la
transparencia, la textura, el numero y
la fragmentacion.

En esta revision, nuestro objetivo
es describir algunos de los avances ob-
tenidos por las biotecnologias de la re-
produccion aprovechando algunas de
las nuevas tecnologias desarrolladas
por diferentes areas de la ingenieria.

Microfluidica fecundacion
in vitro

El tracto reproductor femenino
tiene una serie de funciones, inclu-
yendo la facilitacién de la migracion
de espermatozoides al sitio de fertili-
zacion (en la union ampular-istmica en
el oviducto), donde los ovocitos estan
esperando. Otra funciéon importante
del tracto femenino es la seleccion de
espermatozoides sanos y moviles para
la fertilizacion.

Si consideramos la preparacion de
los gametos el primer paso de la pro-
duccién de embriones (PIV) in vitro ro-
busta, podemos definir a la fertilizacién
in vitro (FIV) como paso nimero dos.
En general, cuando hablamos de FIV,
nos referimos a la co-incubacién de los
gametos. La relacion entre el namero

de ovocitos y gametos cambia segtin los
protocolos, pero es tipicamente 1 ovo-
cito a ~ 10.000espermatozoides. Lamen-
tablemente, esta proporciéon no es muy
saludable para los futuros embriones
porque el exceso de esperma produce
productos de desecho potencialmente
daninos en los medios de FIV.

Tomando en conjunto todos es-
tos aspectos, asi como teniendo en
cuenta el flujo de fluido natural que
rodea a los gametos durante la fecun-
dacioén, algunos grupos de investiga-
cion han intentado disefiar disposi-
tivos que aprovechan la idea de un
microcanal natural. Funahashi, et al.,
llevaron a cabo uno de los primeros
experimentos a este respecto con su
llamado método de escalada sobre
una pared (COW). Este experimento
fue disefiado para la FIV porcina y su
idea era poner una “pared” entre los
ovocitos y el esperma. Usando este
método, su hipdtesis era que solo los
espermatozoides moviles llegarian
a los ovocitos. Ellos mostraron que
cuando aumentaron la concentracion
de espermatozoides (de 0,5 a 5,0 x 105
espermatozoides/ml), no observo un au-
mento en la fertilizacién polispérmica
de los ovocitos. Usando un enfoque
diferente, nuestro grupo evalud el
potencial de un microcanal PDMS/
canal de borosilicato para MIV, FIV
y cultivo de embriones in vitro (CIV).
Este estudio demostrd que el sistema
de microcanales tenia tasas de fertili-
zacion similares al grupo de control,
proporcionando evidencia de que los
dispositivos de microcanal podrian
ser utilizados para la fertilizacion
porcina in vitro.

Los mismos resultados, con una
tasa de polispermia baja y alta tasa de
embriones, fueron hallados por otros
grupos de investigacion. La posibi-
lidad de utilizar menos espermato-
zoides para la fecundacion animal in
vitro podria ser muy util si queremos
utilizar espermatozoides (sexados) se-
leccionados por sexo o si las muestras
de semen han afectado las concentra-
ciones espermaticas (oligospermia, es-
perma congelado, esperma de un macho de
edad avanzada).
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Cultivo de embriones

El periodo de preimplantacién
para los embriones de ganado in vivo
varia de 5-7 dias segtin de la especie.
Este periodo de preimplantaciéon in-
cluye el tiempo desde la fusion de
gametos hasta la fijacion del embrién
en el utero. Durante este tiempo, los
embriones no estan en contacto direc-
to con el tracto reproductivo y todos
sus nutrientes son tomados de las se-
creciones luminales (oviducto y titero)
en el tracto.

En el proceso in vitro, el cultivo de
embriones y las condiciones de cultivo
de embriones son dos de los temas mas
estudiados en el campo de la produc-
cién de embriones. Actualmente, todos
estos métodos son un sustituto pobre
para el oviducto con respecto al desa-
rrollo “normal” del embrion. Ningu-
no de los intentos de imitar el sistema
in vivo, han dado como resultado la
misma calidad que la obtenida in vivo.
Muchas de las diferencias entre los em-
briones producidos in vitro o in vivo son
conocidos, incluyendo velocidad de
desarrollo, metabolismo, concentracién
de lipidos, expresion génica, resistencia
a la congelacion y mortalidad embrio-
naria después de la transferencia.

Los protocolos estandar in wvitro
consisten de uno o mas medios de cul-
tivo que se utilizan durante el cultivo
de embriones. Esto es en contraste con
la situacion in vivo en la que los em-
briones crecen en un liquido (medio)
con un entorno en constante cambio.

Uno de los primeros estudios sobre
cultivo microfluidico de embriones fue
realizado por Glasgow et al. Este estudio
mostré que un flujo lento era suficiente
para mantener un ambiente embriona-
rio adecuado. Ademas, demostrd que
el 82% de los embriones de ratén co-
locados en el dispositivo exhibian un
desarrollo embrionario normal (sin
efectos adversos). En este prototipo de
dispositivo, solo se utilizaron 200 nl de
medio de cultivo dentro de un espacio
rodeando al embrién de 2 mm de radio
semiesférico, mientras que en la gota
convencional hay 17 ul, o ~ 85 veces
la cantidad de medio que hay en ese
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mismo radio semiesférico de 2 mm.
Un microcanal claramente tiene la ca-
pacidad de establecer microambientes
para el embrién similar a lo que ocu-
rre in vivo. También se ha utilizado un
microcanal para cultivar embriones
porcinos, dando como resultado el na-
cimiento de cinco lechones normales.
En los bovinos, Bormann et al., mostra-
ron que los embriones cultivados en
un dispositivo microfluidico dio lugar
a un mayor nimero de embriones que
dentro del grupo control estatico. To-
dos estos experimentos combinados
indican la viabilidad y utilidad de dis-
positivos de microcanales en el cultivo
de embriones de mamiferos.

Espectroscopia de
Resonancia Magnética
Nuclear (1H RMN)
Fecundacion in vitro

Los medios de para la produccién
de embriones se formulan general-
mente con exceso de nutrientes, ade-
mas se sabe que el exceso de nutrien-
tes puede tener efectos negativos en
el desarrollo del embrién. Si la RMN
normal se utiliza para evaluar el me-
tabolismo de la célula, este método
puede darnos parametros para me-
jorar el medio PIV estandar. En 2016,
analizamos las diversas demandas
metabdlicas de los gametos durante la
fertilizacion In vitro y utilizamos esa
informacioén para volver a formular el
medio de FIV de acuerdo con las ne-
cesidades requeridas por los gametos.

Estos resultados mostraron que en
medios estandar de FIV habia un exceso
de piruvato y acido lactico. Elnuevo me-
dio se reformuld con esta informacion y
esa nueva formulacién incrementd el
porcentaje de embriones avanzados en
cultivo (39,6 vs 30,4, P <0,05).

Cultivo de embriones

En los tultimos afios, ha habido
mucho interés en el uso de parame-
tros metabolicos como marcadores
de la viabilidad embrionaria, esto se
debe al hecho de que el metabolismo
es intrinseco a la salud temprana del
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embrién y se interrumpe inmediata-
mente cuando los embriones son es-
tresados. Varios trabajos muestran el
poder del 1H RMN para evaluar la
calidad del embrion, casi todos ellos
utilizaron embriones humanos como
sujetos experimentales. Por ejemplo,
Nadal-Desbarats evalu6 el medio des-
gastado de embriones humanos incu-
bados durante dos dias (dias 3 y 4).
En este trabajo no fueron capaces de
encontrar diferencias entre embriones
con crecimiento detenido y no deteni-
do, pero mostraron por primera vez la
sensibilidad de esta técnica. En otros
dos estudios, se evaluaron los medios
desgastados de embriones humanos
después de los dos primeros dias o
tres dias de cultivo. En estos articulos
encontraron algunas diferencias entre
los embriones que se fijaron y los que
no pudieron fijarse.

A la luz de estos informes, nuestro
laboratorio decidio evaluar el meta-
bolismo embrionario en bovinos con
RMN. La novedad de nuestro estudio
fue que por primera vez se usé6 HIN-
MR de muy alta sensibilidad con 750
MHz en lugar del estandar de 500 6
600 MHz, para evaluar el medio de
cultivo de los embriones.

En este estudio se realizaron tres
comparaciones: 1) los embriones que
se convierten en blastocistos frente a
aquellos que no se convierten en blas-
tocistos, 2) blastocistos de buena cali-
dad frente a blastocistos de baja cali-
dad (embriones de FIV frente a embriones
partenogenéticamente activados, respecti-
vamente) y 3) embriones masculinos
frente a embriones femeninos].

Evaluamos el metabolismo em-
brionario después de las primeras 48 h
de cultivo y comparamos la actividad
metabdlica de los embriones escindi-
dos que se convirtieron en blastocistos
frente a los embriones escindidos que
no se desarrollaron a blastocistos y los
blastocistos fertilizados in vitro (FIV)
frente a los blastocistos partenogenéti-
cos (PA). Nuestros resultados mostra-
ron que citrato, piruvato, mio-inositol
y lisina tienen un gran impacto en la
prediccion del desarrollo embriona-
rio. Cuando comparamos blastocistos
de FIV y PA encontramos que el ace-
tato y las concentraciones de fenilala-
nina son excelentes pardmetros para
evaluar la calidad de los blastocistos.

Las diferencias metabdlicas entre
embriones masculinos y femeninos
son bien conocidas: las diferentes
composiciones cromosomicas sexua-
les conducen a la expresion génica di-
ferencial. Nuestros resultados confir-
man que el metabolismo embrionario
es diferente entre los sexos, ademas
se observo que hay al menos tres fa-
ses importantes del comportamiento
metabdlico durante el desarrollo del
embrion: 1) antes de que el genoma
embrionario se establezca 2) la fase
intermedia cuando hay una alta tasa
de clivaje blastomérico y 3) durante la
formacion del blastocisto.

Ademas, la nueva informacion que
obtuvimos, usando 1H-NMR, identifi-
camarcadores que pueden usarse para
predecir el sexo del embrién. Estos re-
sultados descubren un nuevo método
no invasivo para evaluar el sexo de los
embriones antes de la transferencia. €
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