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Resumen

Introduccion. Los problemas de infertilidad han aumentado en un 20% en la
poblacién mundial y es definida como la imposibilidad de una pareja de lograr un
embarazo después de un afio de vida sexual activa, sin uso de anticonceptivos.
Las técnicas de reproduccion asistida mas utilizadas para el tratamiento de la
infertilidad son la fertilizacion in vitro (FIV), inseminacion artificial (IE) y la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). La finalidad de la FIV es conseguir
embriones capaces de desarrollarse, implantar y dar lugar a nacimientos viables.
El éxito de esta técnica estd comprometido por las condiciones de cultivo, que
afecta el desarrollo y viabilidad embrionaria. Los cocultivos de los embriones con
células somaticas asemeja las condiciones in vivo, absorbe toxinas del medio,

proporciona nutrientes a los embriones y permite un mejor desarrollo embrionario.
Objetivo.

Determinar si la participacion de los cultivos primarios de endometrio mejoran el

proceso de la fertilizacidn in vitro en ratones de la cepa CD-1.

Resultados. Se estandarizaron los cultivos de células endometriales sin la
utilizaciéon de la enzima Colagenasa IA, a partir de una biopsia del tejido uterino en
cajas Petri con medio DMEM adicionado incubandolas a 37°C en una atmésfera
de aire y CO2 al 5% durante 24 hrs. Sobre estos cultivos se realizaron 21
experimentos de FIV, y se observo que a las 18 h, 54% de los ovocitos habian
sido fecundados (presencia de pronudcleos y segundo cuerpo polar). Ademas se
observo el desarrollo de los embriones en etapa de 2, 3, 4, 8 células y mérula.
Presentaron caracteristicas morfologicas normales, blastdmeras simétricas,
membrana plasmatica bien delimitada, con tamafio uniforme y zona pellcida

intacta.

Conclusion: El Cultivo de células endometriales favorece el proceso de la

fertilizacion in vitro en ratones de la cepa CD-1.



1. Introduccion

En la actualidad, los problemas de infertilidad han aumentado en un 20% en la
poblacion mundial. La infertilidad, estd definida como la imposibilidad de una
pareja de lograr un embarazo después de un afio de vida sexual activa, sin uso de

anticonceptivos. (Dalia A y Ojeda N, 2008).

De acuerdo con cifras emanadas de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS,
2008), alrededor del 15% de las parejas en edad de concebir acude al médico por
infertilidad, habitualmente después de unos dos afios de no lograr el embarazo
deseado. En términos generales, la fuente de infertilidad puede establecerse,

segun la OMS, de la siguiente manera:
-Exclusivamente femenina en alrededor de 30-40% de los casos.
-Exclusivamente masculina en alrededor de 10-30% de los casos.

-Una combinacion de los miembros de la pareja con anomalias detectables en 15-

30% de los casos.

La OMS estima que hay alrededor de 60 a 80 millones de parejas infértiles en el
mundo. (Dalia Ay Ojeda N, 2008).

Por ende las Técnicas de Reproduccion Asistida en los ultimos afios han ganado
gran auge. Las técnicas de reproducciéon asistida mas utilizadas en las ultimas
décadas son la fertilizacion in vitro (FIV), Inseminacion artificial (IE), y la Inyeccion

intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).

La finalidad de la fertilizacién in vitro (FIV) y el cultivo embrionario es conseguir
embriones de buena calidad capaces de desarrollarse e implantar, lo que da lugar
a nacimientos viables, por lo que el éxito de esta técnica esta sensiblemente
comprometido por las condiciones de cultivo, que puede afectar el desarrollo
embrionario normal y traer una disminucién o perdida de la viabilidad embrionaria.
Desde los comienzos de estas técnicas hasta hoy dia se han logrado progresos

considerables. En los ultimos 15 afios se ha conseguido desarrollar medios de
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cultivo mas fisiologicos, efectivos y capaces de mantener la viabilidad de los

embriones in vitro.

La fertilizacion es el proceso por el cual, se lleva a cabo la interaccion exitosa de
un ovulo con un espermatozoide previamente maduro. Segun Epel (1977), dicho

proceso consta de cuatro etapas principales:

1. Maduracién funcional del espermatozoide (capacitacion)

2. El reconocimiento del évulo por el espermatozoide, que ocurre cuando este
entra en contacto con la capa que envuelve al 6évulo llamada zona
pelucida.

La regulacion de la entrada de un espermatozoide al 6vulo.
La activacion del metabolismo del 6vulo para que se inicie la division celular

y el desarrollo embrionario.

Sin embargo, la fecundacion in vitro se ha definido como la penetracién de
espermatozoides con capacidad de fecundar en ovocitos maduros fuera del tracto
genital femenino. (Greve y cols, 1991). ). En la fertilizacion in vitro se trata de
imitar, por medio de metodologias y protocolos las condiciones y los eventos que
suceden fisiolégicamente en la region ampular del oviducto, especificamente

durante la interaccion entre gametos y la formacion de prondcleos.

La utilizacion de ovocitos y espermatozoides en un sistema in vitro permite
analizar con mayor detalle las diferentes fases del proceso de fecundacién que no
pueden ser exploradas in vivo, por consiguiente se considera un método
adecuado para medir la fertilidad del macho (capacidad fecundante del

espermatozoide) (Gadea, 2001).

El desarrollo inicial de los mamiferos se extiende desde la fecundacion hasta la
implantacion del embrién en el endometrio. Esta etapa culmina con la formacion
del blastocisto, en el cual se distinguen, por primera vez, dos tipos celulares, la
masa celular interna y el trofoblasto. Comprende, ademas divisiones celulares,
compactacion y la diferenciacion celular del blastocito (Fig. 1). La fecundacion

ocurre en la porcion ampular de las trompas y, desde alli, el embrion es impulsado



hacia el Utero. Este transito dura entre 5 y 6 dias, siendo en este trayecto cuando
se realiza la segmentacion. La primera division ocurre 25-27 horas después de la
fecundacion y las siguientes divisiones ocurren aproximadamente cada 12 horas.
(Sepulveda J, 2008) Sin embargo, no son sincronicas, lo que hace posible
encontrar embriones con diversos numeros de células, aunque sean mas

frecuentes las potencias de dos.
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Fig. 1. Esquema del desarrollo inicial en mamiferos. Podemos observar el desarrollo embrionario
desde la fusién de los pronucleos que formara el huso mitético en el cigoto, y empezara la divisién
del embrién en etapa de 2, 4, 8 células y moérula hasta llegar hasta blastocisto, listo para

implantacion. (Tomado de Lerner y Urbina, 2008).

En cuanto a la implantacion embrionaria, conocida también como nidacion, es el
proceso mediante el cual el embrion, en estadio de blastocisto, se aloja en el
endometrio materno para continuar su desarrollo. El sitio natural de la implantacién
embrionaria humana es el tercio medio y superior de la pared posterior del utero

(Ishihara y cols, 2003). Durante este proceso debe existir un dialogo entre el



trofoblasto embrionario y el endometrio materno. El periodo en el que se produce
este dialogo debe suceder de manera sincronizada entre el embrion, en estadio de
blastocisto, y un momento especifico del ciclo menstrual considerado como el
periodo de maxima receptividad uterina, denominado ventana de implantacion
(Valles y cols, 2006). El proceso de implantacion transcurre a su vez en 4
procesos consecutivos que se desarrollan en dos periodos: un periodo
preimplantatorio, en donde ocurre la aposiciébn y un periodo implantatorio que

incluye los procesos de adhesion, intrusion e invasion (Besereni S, 2008). (Fig. 2)
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Fig. 2. Diagramas que representan el proceso de implantacién de un embrién en el endometrio: a)

aposicion; b) adhesion; c¢) intrusién; d) invasion. (Tomado de Lerner y Urbina 2008).

El endometrio humano es la mucosa que tapiza la cavidad uterina. Actualmente se
le considera un 6rgano regulado hormonalmente que sufre cambios periodicos con
forme se presenta el ciclo menstrual propio de seres humanos. Estos cambios van

a servir para su preparacion en la adquisicion del estado receptivo imprescindible



para la implantacion embrionaria y el desarrollo de la gestacion. EI endometrio
humano se encuentra constituido por un compartimiento epitelial, uno estromal y
otro vascular con la existencia ademas, de una poblacion de células inmunes
residentes. Todo ello se encuentra situado en dos regiones denominadas
funcionalis y basalis. La primera se transforma y regenera cada mes, mientras que
la basalis permanece y constituye la base para regenerar ciclicamente el

endometrio. (Fig. 3)
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Fig.3. Diagrama representativo de la dinamica del endometrio humano durante el ciclo menstrual.

(Tomado de Simén, Horcajadas y cols, 2009).

El epitelio endometrial (E/E) consiste en una monocapa de células cuboidales
polarizadas que tapizan el interior de la cavidad uterina y esta constituida por un
componente luminal y otro glandular (Simén y cols, 2002). Esta monocapa, como
es resto de las mucosas, actia como barrera para proporcionar proteccion contra
los patdgenos que logran acceder hasta la cavidad endometrial, pero también
debe permitir regular la implantacion del embridon que es, en esencia, la funcién

primordial del endometrio.

Dicho epitelio endometrial esta regulado por las hormonas esteroideas ovaricas
que, directamente o a través del estroma (Cooke y cols, 1997), inducen cambios
morfolégicos y bioquimicos ciclicos que ayudan a mantener un microambiente

adecuado para la implantacién del embrién. Su funcibn en este proceso es
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controlar la adhesion del embridon sobre el estroma y los vasos endometriales,
actuando como primer mediador del dialogo entre embrion y el endometrio
materno (Dominguez y cols, 2005). En cuanto el endometrio de ratbn podemos

localizar el epitelio laminal, el miometro y los vasos sanguineos (Fig. 4).

En raton la probabilidad de fecundacion es del orden del 40-60% de los évulos,
dependiendo de la calidad del espermatozoide, la linea de origen y la edad del
macho donante, entre otros factores.

A Humano Células madre
epiteliales putativas

Epitelio
luminal

Funcionalis
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Glandular

Basalis

Fig. 4 Esquema comparativo del A) endometrio humano y B) endometrio de raton. (Tomado de
Garcia-Velasco y cols, 2010).



2. Antecedentes

El cocultivo, es una técnica que consiste en mantener en el mismo sistema de
cultivo a los embriones y alguna otra célula somética, que generalmente actla
como “nodriza” al absorber las toxinas del medio y proporcionar nutrientes a los
embriones, lo que les permite un mejor desarrollo. (Medina GR, 2008) Uno de los
primeros sistemas de cocultivo desarrollados se realizé con trompas de Falopio
tratadas hormonalmente que sirvieron para cultivar embriones de raton. Se
obtuvieron experiencias exitosas con células autologas de granulosa, células de

epitelio endometrial y células Vero. (Biggers y cols, 1962)

El cocultivo es un sistema complejo que trata de asemejar las condiciones in vivo,
al ofrecer un mejor equilibrio que los medios simples. La técnica del cocultivo
difiere completamente de las de cultivo embrionario clasico. La eleccidon del medio
para el cocultivo embrionario es esencial: pues debe satisfacer las necesidades
tanto del embrién como de las células. (Dorado My cols, 2006)

Se ha experimentado con células epiteliales tubaricas, células endometriales,
células del cumulo y de la granulosa y células derivadas del epitelio renal en
simios. Estos cultivos han arrojado tasas de desarrollo hasta blastocisto que
sobrepasan el 60%. Este sistema de cocultivo mejora los resultados en pacientes
con fallos repetidos en ciclos de fertilizacién in vitro (FIV). (Gadea, 2001)

Los sistemas de fertilizacion in vitro homoélogos se desarrollaron inicialmente para
la produccion de embriones, aunque posteriormente les han dado otra clase de
usos como la evaluacidbn de los mecanismos fisioldgicos implicados en la
fecundacion (Cox y cols., 1995). En el caso del espermatozoide, mediante estas
pruebas se evalla la capacitacion espermatica, la reaccion acrosomal, la
penetracion del espermatozoide a la zona pellcida y su unién a la membrana
plasmatica del ovocito, ademas de la descondensacion de su cromatina
(Yanagimachi, 1984). Este tipo de sistemas implican, la maduracion del ovocito, su

fecundacion y el cultivo embrionario in vitro.



Mientras que la fertilizacion in vitro heteréloga estd ampliamente desarrollada en
ovocitos de hamster dorado (Mesocricetus auratus). Esta técnica se emplea
principalmente como analisis de la capacidad fecundante de los espermatozoides
de diferentes especies, aunque también ha sido utilizada al igual que el sistema
homélogo para el estudio de la fusion de los gametos. Este tipo de fertilizacion
adquiere importancia en especies en donde los ovocitos homdlogos son dificiles
de obtener en grandes cantidades como lo son: el caso de la especie humana
(Wang y cols, 1991), algunas especies de interés zootécnico como el caprino
(Cox y cols, 1995) el ovino (Slavik y Fulka, 1990) y en especies en peligro de

extincion.

En cambio el cocultivo de endometrio autdlogo es una técnica de cultivo de
embriones sobre una capa de células endometriales de la paciente. Su diferencia
y ventaja respecto de las técnicas de fertilidad asistida tradicionales radica en que,
través de ella, el crecimiento de los embriones sobre las células del endometrio
materno provee un ambiente mas natural y fisiolégico para el desarrollo de los
mismos. Ademas, dado que las células endometriales son derivadas de la misma
paciente que posee los embriones, no existen riesgos de transmitir infecciones

virales o bacterianas extrafias.

En las técnicas de Reproduccién Asistida la tasa de éxito es de un 45% ya que un
20% de los ovocitos fecundados no llega a desarrollarse. Se ha reportado que los
cultivos homdlogos y heterdlogos con tejidos mejoran la maduracién de los
ovocitos obtenidos de ovario, el proceso de la fecundacion y el desarrollo
embrionario (Goldberg, 2007).

Se han realizado algunos trabajos importantes acerca de la FIV y un ejemplo de
ello es el primer ternero producto por FIV que nacié en el afio 1981. De esta
forma Brackett y col en 1982, comprobaron el éxito de la fertilizacion in vitro con
ovocitos madurados in vivo. El cultivo in vitro de los ovocitos fecundados
constituyé un problema metodoldgico, con los medios de cultivo habituales se

desarrollan los cigotos hasta un determinado numero de divisiones celulares, que



varia segun las especies. En la especie bovina el desarrollo se interrumpia en el
estadio de 8-16 células. Para superar el desarrollo temprano insuficiente se
emplearon medios de cultivo in vivo, en los cuales los cigotos o embriones de 2
células fueron cultivados en oviductos de oveja (Crister y col, 1986; Eyestone y
col, 1987; Lu y col, 1988), de coneja (Bolando 1984; Sirard y col, 1985; Fukui y
Ono, 1988) o de vaquillona (Xu y col, 1987) durante 4-6 dias. Un nuevo camino
para superar la interrupcion del desarrollo embrionario fue empleando cultivos
celulares. A través del cocultivo con determinadas células somaticas es posible
alcanzar las condiciones adecuadas para lograr un desarrollo embrionario normal.

Resultados comparativos indicaron que la presencia de células granulosas ofrece
mejores condiciones para el desarrollo de los embriones frente a los medios de
cultivo convencionales ya que se observa una mayor tasa de desarrollo y una
mejor calidad de los embriones producidos. El desarrollo de moérulas y blastocistos
empleando las células del cumulus es el doble. Aproximadamente un tercio de los
ovocitos cultivados pueden transformarse en embriones transferibles (Berg y Brem
1990; Palmay col, 1992).

Mientras que en ovinos, los éxitos en desarrollo de embriones fertilizados in vitro
en etapa de morula o blastocisto habian sido muy limitados, sin embargo, en
presencia de células epiteliales de oviductos de ovejas, se logr6 que cigotos
producidos por FIV fueran cocultivados con un aumentd a un 35% la tasa de éxito
en estado de morula (Glew y col, 1988). El cultivo con estas células estimula al
embrion a desarrollarse impidiendo el bloqueo de la segmentacion que
regularmente ocurre en los embriones de ovinos cuando alcanzan el desarrollo de
8 células. EI mecanismo de cocultivo que estimula la continuidad del desarrollo del
embrion no es conocido. Probablemente, las células epiteliales de oviducto
secretan algun factor indispensable para el desarrollo embrionario. Los efectos de
estas células sobre los embriones son relativamente especificos. Dicho efecto
también ha sido demostrado en el cocultivo con vesiculas trofoblasticas

aumentando un 20% la tasa de desarrollo. (Heyman y col, 1987).
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La fertilizacion in vitro y el desarrollo embrionario en raton es el modelo mas
utilizado en la actualidad para el desarrollo de las técnicas de reproduccién
asistida entre otros, debido a su bajo costo y facil manejo. En el trabajo realizado
por Brinster y Cross en 1970 se demostré6 que la maduracion de ovocitos fue
mayor (91,7%) cuando los ovocitos fueron cultivados con células del cumulus pero
hubo una reduccion en la maduracion de ovocitos cuando se cultivaron sin dichas
células (59,2%). Mientras que la fertilizacion in vitro de los ovocitos del oviducto,
medido por el nUmero de embriones que se encontraban en etapa de dos células
fue mayor (90,1%), cuando el medio contenia células del cumulus. La eliminacion
de las células del cumulus del medio en donde se contenian los ovocitos antes de
la fertilizacion redujo el nimero de embriones en etapa de dos células (90,1% al
46,3%).

11



3. Justificacion

Actualmente los procesos de fertilizacion in vitro tienen una tasa de éxito reducida,
uno de los posibles factores que afectan el éxito de la FIV son los medios de
incubacion convencionales que se han utilizado en las ultimas décadas, lo que
hace que los embriones alcancen con mayor dificultad la etapa de blastocito y, por
ende, se vea comprometida la trasferencia del embrion al endometrio de la

paciente y que la implantacion sea exitosa.

En estudios realizados por diferentes autores se han confirmado que al utilizar
cocultivos autélogos y heterélogos se ha mejorado el desarrollo del embrién en la
fertilizacion in vitro, teniendo asi la posibilidad de aumentar la calidad ambiental y
fisiologica de los embriones. Por este motivo en el presente proyecto se tiene
como finalidad determinar si los cocultivos con células endometriales mejoran las
condiciones fisiologicas para llevar a cabo el proceso de fertilizacion in vitro y
garantizar posteriormente un mejor desarrollo embrionario y una buena

implantacion.
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4. Objetivo Principal

Determinar si la participacion de los cultivos primarios de endometrio mejoran el

proceso de la fertilizacion in vitro en ratones de la cepa CD-1.

4.1 Objetivos Particulares.

e Estandarizar las condiciones Optimas para el cultivo primario de células

endometriales de raton.

e Determinar si el efecto de las células endometriales en cultivo favorecen el

proceso de la fertilizacion in vitro.
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5. Hipotesis

El cultivo de ovocitos en presencia de células endometriales de raton de la cepa
CD-1facilitan el proceso de fertilizacion y desarrollo embrionario in vitro.
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6. Material y Métodos

Los experimentos se realizaron en el laboratorio de Biologia de la Reproduccion

en la Escuela de Biologia, en la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

Los animales utilizados fueron ratones hembra y macho de la cepa CD-1, de 10
semanas de edad, con peso aproximado de 30 a 50 grs, proporcionados por el

Bioterio “Claude Bernard”.

6.1 Preparacion del medio de células epiteliales endometriales

Se utiliz6 medio basico DMEM suplementado con MCDB-105 e insulina al que se
le afadié antibiéticos para evitar posibles contaminaciones. EI medio compuesto
por 3 partes de DMEM, 1 de MCDB-105 suplementado con Gentamicina (100
pug/ml), Fungizona (05 pg/ml) e insulina (5 pg/ml). EI medio se esterilizé por
filtracién utilizando un filtro de 0.22 um. Después fue alicuotado y almacenado a
4°C.

6.2 Cultivo endometrial con colagenasa

Las biopsias de las células epiteliales y estromales del endometrio se obtuvieron
de la fase latea de ratones hembra de la cepa CD-1 y son aisladas de la siguiente
forma:
1. Se sacrificé el raton por dislocaciéon cervical, se separ6 el utero y se tomo
parte del tejido de endometrio. Este se disgrega en trozos de menos de 1
mm de longitud.
2. La biopsia disgregada, se colocé en un tubo cénico con 10 ml de
colagenasa tipo 1A 0,1%.
3. El tubo se colocé de forma horizontal en un bafio a 37°C, con una leve
agitacion durante 1 hora para llevar a cabo la digestion.

4. Se coloco el tubo en posicion vertical durante 10 minutos.
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5. Se recogi6 el sobrenadante (éstas son las células estromales), se lavé la
pastilla que se formd (glandulas y células epiteliales) con 3-5 ml de DMEM y
se dejo reposar 5 minutos. Se repitidé esta accion tres veces.

6. Finalmente, se resuspendio la pastilla en 4-5 ml de HSA 1 % en DMEM. Se
recolecto y coloco la mezcla en un frasco de cultivo Falcon. Incubacion
durante 15 minutos a 37°C.

7. Se recupero el sobrenadante del frasco y se paso a otro frasco nuevo, se
afiadié 3ml de HSA 1% en DMEM. Se incub6 este segundo frasco durante
15 minutos a 37°C

8. Se recogi6 todo el sobrenadante y se colocd en un tubo, se cuantificd el
volumen.

9. Se preparé 700-800 ul de medio de cultivo de células epiteliales y afiadio
200-300 ul de la suspension celular obtenida y se cultivd en cajas petri
tratadas.

10.Las células epiteliales son cultivadas aproximadamente durante 4-6 dias,

hasta confluencia del 80%.

6.3 Cultivo endometrial sin colagenasa

Las biopsias de las células epiteliales y estromales del endometrio se obtuvieron
de la fase lutea de ratones hembra de la cepa CD-1 y fueron aisladas de la

siguiente forma:

1. Se sacrificé el ratén por dislocacién cervical, se localizé el Utero y las
trompas de Falopio y se extrajo todo completo. Se localizé el Utero y se
disgregé en trozos de menos de 1 mm de longitud.

2. La biopsia disgregada, se coloc6 en una caja Petri con medio DMEM
adicionado.

3. Se incubd durante 24 hrs a 37°C en una atmosfera de aire y COz al 5%.

4. Se observd al microscopio o6ptico si las células se adhirieron al fondo de la
caja petri y se empezaron a extender, para cambiar el medio, y ayudar a

que se forme la monocapa.
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5. Las células epiteliales fueron cultivadas de 4 a 6 dias, hasta alcanzar una
confluencia del 80%. La monocapa de las células epiteliales endometriales
fue utilizada para llevar a cabo el proceso de la fertilizacion y el cocultivo de

los embriones.

6.4 Obtencidon de ovocitos

Para la obtenciéon de ovocitos en los dias requeridos primero se indujo a la
superovulacion. Se requirieron de las hormonas: Gonadotropina Corionica de
Yegua Prefiada (PMCG) y Gonadotropina Coridnica Humana (hCG). Se
administraron 5 Ul de PMCG intraperitonealmente los dias lunes, 48 hrs después
se administraron 5 Ul hCG los dias miércoles y trascurridas 14 hrs de la ultima
inyeccion se sacrifico el ratbn hembra. Se extrajeron los ovocitos del asa, para ello
el ampula de cada asa fue desgarrado con un par de agujas bajo el microscopio
estereoscopico, se recuperaron por medio de una pipeta y se colocaron en una
caja Petri con medio TALP. Posteriormente, los ovocitos se incubaron a 37 °C en
una atmosfera de aire y CO2 al 5% durante 3 horas para que las células
foliculares se expandieran y los ovocitos se estabilizaran y con ellos realizar una

FIV sobre el cultivo de células epiteliales.

6.5 Obtencion de espermatozoides.

Los machos fueron sacrificados por dislocacion cervical, se retird el epididimo de
los dos testiculos y se hizo un corte a la altura de la cola del epididimo para
extraer los espermatozoides. Con una jeringa de insulina, se tomé medio TALP y
se introduce muy cuidadosamente la aguja a la altura del conducto deferente, y se
hizo pasar el medio por todo el conducto de tal manera que los espermatozoides
desciendan por el corte hecho en la cola del epididimo. Los espermatozoides
obtenidos se incubaron a 37 °C en una atmadsfera de aire y CO2 al 5% por 1 hora
para atemperar y estabilizar los espermatozoides para posteriormente realizar la
FIV.
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6.6 Fertilizacion In vitro

Las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical para extraer los ovocitos
gue se encontraban en la asa. Los ovocitos obtenidos y maduros in vitro fueron
recuperados utilizando una micropipeta de 10 pl bajo el microscopio
estereoscopico y transferidos en medio CZB, en cuyo interior se cultivaron las
células epiteliales endometriales. Posteriormente se agregan 50000
espermatozoides moviles obtenidos de la cola del epididimo de machos adultos,
que previamente fueron capacitados 1 h en medio TALP. Se cubrieron con aceite
mineral estéril y se incubaron a 37 °C en atmdsfera himeda al 5 % de COg,
durante 20 horas.

Al mismo tiempo en cada experimento se realizaron fertilizaciones in vitro en

ausencia de células endometriales.

6.7 Recuperacion de embriones obtenidos por fertilizacién in vitro.

Después de cultivar los ovocitos en presencia de los espermatozoides en el
cocultivo de células endometriales, se analizé la fertilizacion de los ovocitos:
liberaciébn del segundo cuerpo polar, formacién de pronucleos y el desarrollo

embrionario temprano (segmentacion).

6.8 Obtencidon de micrografias

Se tomaron microfotografias de todo el procedimiento con una camara SCIENON
modelo ISH500 (5.0 MP) a través del microscopio 6ptico modelo Nikon Eclipse TS
100 con el objetivo de 40x.
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7. Resultados

Se realizaron 21 experimentos de fertilizacion in vitro, de los cuales 15 fueron
exitosos. En cada uno se utilizaron 2 hembras y 1 macho, una hembra se utilizo
para obtener el cultivo celular endometrial y la segunda para la obtencion de
ovocitos. El macho se utiliz6 para la obtencion de espermatozoides para el
proceso de fertilizacion. Para estandarizar la técnica del cultivo endometrial se

realizaron un total de 11 experimentos.

La técnica para la obtencion de cultivos endometriales fue estandarizada en el
laboratorio, inicialmente se utilizd la enzima Colagenasa IA para separar las
células que forman el Gtero, extraido del raton y poder obtener las células
epiteliales endometriales. Debido a que la colagenasa afecta a estas células
(presencia de lisis, vacuolizacion y baja division celular) (Fig. 5A) se establecié no
utilizar la enzima y realizar el cultivo directamente disgregando la biopsia del tejido
uterino en menos de 1mm en cajas Petri con medio DMEM adicionado, las cuales
se incubaron a 37°C en una atmdésfera de aire y CO2 al 5% durante 24 hrs, con lo
que se logro que las células se adhirieran a la placa sin vacuolizarse (Fig. 5B).
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Fig. 5 Micrografia en microscopia de contraste de fases de células endometriales:

A) Célula endometrial vacuolizada no adherida, B) Célula endometrial en cultivo

extendida y adherida a la caja Petri. Aumento: 40x.
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Las células endometriales en cultivo presentaron proliferacion y caracteristicas
morfologicas normales (membrana plasmética bien definida, citoplasma claro,
ausencia de vacuolas, emision de prolongaciones citoplasmaticas, etc.), todos los
cultivos celulares fueron realizados bajo el procedimiento mencionado y sobre
ellos se llevaron a cabo todos los experimentos de fertilizacidn in vitro y desarrollo

embrionario (Fig. 6).

Fig. 6 Micrografia en microscopia en contraste de fases de Cultivo Endometrial. Se
observa citoplasma claro, membrana plasmatica bien definida, emision de

prolongaciones celulares, adherencia a la superficie de cultivo, etc. Aumento: 40x.
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Por otra parte, la induccion hormonal de la ovulacion en las hembras utilizadas
permitio la obtencion de ovocitos que fueron utilizados para realizar la fertilizacion
in vitro. Se obtuvieron aproximadamente de 15 a 35 ovocitos por hembra. Los
ovocitos recuperados presentaron células de cumulo, caracteristica particular de

los ovocitos ovulados (Fig. 7).

F

Fig. 7 Micrografia en contraste de fases de ovocitos recuperados de hembras a las
gue se les indujo superovulacion: A) Grupo de ovocitos de ratén recuperados del
asa después de la superovulacion inducida hormonalmente, visto en 4x en
Microscopio estereoscopico, B) Ovocito cubierto por el camulo de células de la

granulosa, visto en Microscopio 6ptico. Aumento 40x.
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Los ovocitos recuperados se incubaron durante 3 horas en medio TALP a 37° C
para disgregar las células del cdmulo que los rodea y llevar acabo la fertilizacién

in vitro (Fig. 8).

Fig. 8 Micrografia en microscopia en contraste de fases que muestra ovocitos de
ratbn maduro, se observa: primer prondcleo, citoplasma homogéneo vy
transparente después de las 3 horas de incubacion en medio TALP a 37° C en

atmésfera de aire y CO2 al 5%.Aumento 40x.
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Por otro lado, los espermatozoides obtenidos del epididimo del macho, se
capacitaron en incubacion durante 1 hora a una temperatura de 37° C, para
posteriormente ser utilizados en la fertilizacion in vitro (Fig. 9).

Fig. 9 Micrografia en microscopia en contraste de fases que muestra

espermatozoides de ratbn maduros después de 1 hora de incubacion en medio
TALP a 37° C en atmésfera de aire y CO2 al 5%. Aumento:40x.
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Todos los experimentos de fertilizacion in vitro, del grupo control se realizaron en
ausencia del cultivo celular y del grupo experimental sobre el cultivo celular
endometrial, en donde se depositaron los ovocitos y los espermatozoides, se
incubaron a 37 °C en atmésfera humeda al 5 % de CO:2 (Fig. 10).

Fig.10 Micrografia en microscopia en contraste de fases de cocultivo endometrial
en medio CZB de ovocitos fertilizados en etapa de 2 células después de 24 hrs de
incubacion a partir de la FIV. Con aumento 40x.
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Sobre los cultivos celulares endometriales se realizaron un total de 21
experimentos de fertilizacion in vitro de los cuales 15 presentaban ovocitos
fecundados, lo que representa el 54% de éxito. (Tabla 1). A la par se realizaron

FIV con ausencia de cultivos celulares (control).

Tabla 1. Efecto del cocultivo de células endometriales sobre la fertilizacién in vitro.

Ovocitos
Ovocitos Ovocitos con presencia de
Fecundados cultivados pronucleos y
mediante FIV (%) | (n=) segundo cuerpo
polar
n= (%)
Cocultivo celular | 54% 272 148 (54.41)
Endometrial
Sin cultivo celular
(control) 41% 320 131(40.93)

Tabla 1.Se representa el numero total de ovocitos cultivados, el total de ovocitos
fecundados con presencia de pronucleos y segundo cuerpo polar después de 24
hrs de incubacion, y el porcentaje de ovocitos fecundados con fertilizacién in vitro
en presencia de cocultivo e ausencia de cultivo celular (control),que son viables
para continuar su desarrollo embrionario.
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7.1 Morfologia de ovocitos fertilizados

Se observo el desarrollo del segundo cuerpo polar y pronucleos en ovocitos
fertilizados in vitro sobre cocultivo endometrial después de 20 horas de incubacion
a 37 °C en atmosfera humeda al 5 % de COz2. (Fig. 11). El desarrollo del segundo

cuerpo polar indica la terminacion de la meiosis Il que es activada por la entrada

del espermatozoide al citoplasma del ovulo.

Fig. 11 Micrografia en microscopia en contraste de fases de ovocitos fertilizados
con presencia de pronucleos y segundo cuerpo polar (flecha) después de 20 hrs
de incubacién a 37°C en atmosfera himeda al 5% de CO2. Aumento 40x.
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Se continu6 con el desarrollo embrionario de los ovocitos con presencia de
segundo cuerpo polar por otro estudiante, se observaron embriones de 2 células
(Fig. 12A), 4 células (Fig. 13B), 8 células (Fig. 14C) y continuaron su crecimiento
hasta etapa de morula (Fig. 15D), presentaron caracteristicas morfologicas
normales (blastbmeras simétricas, membrana plasmética bien delimitada y con

tamafio uniforme; zona pellcida intacta).
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Fig. 12 .Micrografia en contraste de fases del desarrollo embrionario de raton CD-
1 en cocultivo de células endometriales: Fig.12A) embridn en etapa de 2 células,
Fig.13B) embrion en etapa de 4 células, Fig.14C) embrion en etapa de 8 células,
Fig.15C) embrion en etapa de mérula a 37° C en atmdosfera de aire y CO2 al 5%.

Obtenidas en microscopio 6ptico. Aumento 40x.
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8. Discusién

Estudios han reportado que en los procesos de fertilizacion in vitro, la produccién
embrionaria in vitro continua siendo un proceso ineficiente: debido a que solo entre
un 30% y un 40% de los ovocitos maduros logran alcanzar el estadio de
blastocisto (Rizos y col, 2008), y un 28% (Gardner y col, 1998) y 44%(Jones,
1998) hasta la etapa de moérula.

En el presente trabajo se experimentd con cultivos celulares endometriales de
raton de la Cepa CD-1, donde se llevé a cabo el proceso de fertilizacion in vitro. El
porcentaje de ovocitos fecundados sobre el cocultivo endometrial fue de 54%, este
porcentaje se encuentra por encima de los estdndares establecidos (30-40%) por
las clinicas de reproduccién asistida para procesos de fertilizaciéon in vitro (Lentz y
cols, 2012). De acuerdo con Amparo y cols en 2003, los cocultivos han aumentado
un 60% las tasas de desarrollo de blastocistos, en comparacion de la utilizacion de

medios convencionales.

Investigaciones proporcionan evidencia convincente de un didlogo quimico entre el
embrion en desarrollo y el endometrio materno (Edwards, 1995). Esta
comunicacién embrién-endometrio puede ser beneficiosa no sélo para aumentar la
tasa de blastocistos, también para la activacibn de moléculas paracrinas
especificas que de una manera oportuna pueden mejorar las posibilidades de

implantacion del embrion (Tazuke y Giudice, 1996).

También, se ha demostrado que un sistema de cocultivo con células epiteliales
endometriales puede absorber factores téxicos o inhibidores que afecten al
desarrollo, presentes en el medio o producidos por el embrion, como las
hipoxantinas (Romero y cols, 1998), también se les atribuye la liberacion de
factores embriotréficos o de factores de crecimiento importantes para el desarrollo

normal del embrién (Gandilofi y cols, 1989; Satoch y col, 1994).

Hasta la fecha se han desarrollado varios sistemas de cocultivo basados en

medios complejos, combinados con distintos tipos de células soméaticas que han
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permitido el desarrollo del embrién hasta el estadio de blastocisto (Rizos 2001,
Mermillod y col, 2010).

Por lo que, el cocultivo embrionario con células epiteliales endometriales de ratén
de la Cepa CD-1, suponen una alternativa viable para los procesos de
reproduccion asistida con repetidos fallos, ya que el presente trabajo ha
demostrado aumentar la tasa de éxito de fecundacién (54%) asi como la calidad

en el desarrollo embrionario.

Del sistema de cocultivo endometrial donde se llevo acabo la fertilizacion in vitro
se obtuvieron embriones en diferentes etapas que presentaron morfologia normal:
blastomeras con citoplasma  homogéneo sin fragmentacion y membrana
plasmatica intacta, asi como las caracteristicas correspondientes a cada etapa,
por lo que se consideran como embriones viables. Sin embargo, no podemos
determinar a un 100% si el embrion es apto para implantacién ya que un analisis

morfolégico no es suficiente para determinar esto.

Aunqgue se logré tener una tasa de éxito de fecundacion alta (54%) algunos de los
embriones, detuvieron su desarrollo embrionario, esto podria deberse a lo dificil
gue es manejar el microambiente en el que se encuentran los embriones, como lo
menciona Lonergan en el 2006, el numero de embriones en cultivo, la
temperatura y el equilibrio de gases en la incubadora son factores decisivos que

afectan tanto al desarrollo como la calidad embrionaria.

Una alternativa para llegar a etapa de blastocisto seria tener controles de calidad
mas estrictos, mantener factores como el pH, la temperatura y el CO2 estables
para evitar alteraciones en el ambiente de cultivo durante la fase post-fecundacion

e impedir que el desarrollo embrionario se detenga.

Con estos resultados podemos considerar necesario realizar mas estudios del
modelo de embriones sobre cocultivo epitelial endometrial que demuestren la
comunicacién embrionaria con el endometrio materno y que nos ayuden a
entender mejor el proceso de implantacion, asi como describir todos los factores

de crecimiento y cascadas de sefializacion que se activan con esta comunicacion.
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Todavia queda mucho camino por recorrer, se requieren mas estudios sobre el
efecto que tienen los farmacos utilizados en la induccion hormonal sobre la calidad
de los ovocitos, el uso de cultivos celulares para el desarrollo embrionario que
mejoren las técnicas de reproduccion asistida asi como la fertilizacion in vitro, y
gue nos permitan conseguir embriones en cultivo hasta etapa de blastocisto que
cumplan los requerimientos de viabilidad necesarios para el proceso de
implantacion y con ello mejorar las tasas de éxito en estas técnicas, ofreciendo

una mayor posibilidad de gestacion en pacientes.
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9. Conclusion

El cultivo de células endometriales favorece el proceso de la fertilizacion in vitro en

ratones de la cepa CD-1.

33



10.Anexos
Fungizona
El vial contiene 250 pug/ml de Anfotericina B

1. Se rehidrat6 con 20 ml de agua de transferencia embrionaria. La
concentracion final recomendada se encuentra entre 0.25 y 2.5 pg/ml.
Nuestra dilucién de trabajo es de 0.5 pg/ml, por lo tanto afiadimos 2 pl/mli

de medio.
Gentamicina

El vial contiene 50 mg/ml. Nuestra concentracion de trabajo fue de 100 pg/ml, por

lo que afiadimos 2 pl y 7ml de medio.
Insulina

La insulina proporciona un aumento de glucosa y de aminoacidos, tiene un efecto
mitogénico. Es estable a 2-8 °C durante un afio. La insulina soluble se encuentra

disponible en el agua acidificada. La dilucion de trabajo es de 5 pug/ml.

1. Para un vial del 100 mg, preparemos una solucion stock de 10 mg/ml, y
afladimos 10 ml de agua acidificada (pH <2.0) y 100 ul de acido acético
glacial.

2. Afadimos 0.5 pl/ml de la insulina preparada al medio, para que esté a la

correcta concentracion de trabajo.
Albumina Sérica Humana (HSA)

Este complemento se utiliz6 para promover la adhesion celular. La proteina se
alicuota en tubos estériles, el volumen recomendado es de 40 ml. La proteina

debe almacenarse a una temperatura de -20°C.
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Medio DMEM
Este es el medio liquido que se utilizé para todo el procesado de la biopsia. Este
medio esta suplementado.
1. Para preparar un litro de medio, verter 300 mL de agua deionizada en un
vaso de precipitados de 1 L, posteriormente llevar acabo las mediciones

que se enlistan a continuacion:

Sustancia Cantidad

DMEM 13.379g

L- arginina HCI 0.116g

L- asparangina anhidro 0.036g

NaHCO3 2.0g

HEPES 2.38¢

B- mercaptoetanol 3.5uL

Piruvato de sodio 100 mL (100 mM)
L- glutamina 7.5 ml (200 mM)
Pencilina 1.0 ml (21000 X)

MEDIO TALP (Betancourt y col., 1993)

Utilizado para el lavado de ovocitos y disolventes de enzimas.

COMPONENTE Concentracion final [mM] | Mg/50 ml
NaCl 114 33

KCL 3.2 12.8
NaHCO3 25 105.2
NaH2PO4 2H20 0.4 2.8
Lactato de Na 10 0.071 ml
Rojo Fenol 0.5
CaCl2.2H20 2.0 15
MgCl2 6H20 0.5 5
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Aforar a 50 ml con agua destilada.

1.- Adicionar CaCl2.2H20 y MgCl> 6H20 al final.

2.- Ajustar pH a 7.4 con HCI| o NaOH.

3.- Ajustar osmolaridad a 280- 300 mOsm/kg con NacCl.

4.- Esterilizar por filtracion a través de una membrana de 0.22 pm.

Medio CZB (Chatot, Ziomek, Bavister médium)

Medio para cultivo de embriones de ratones

Compuesto Concentracion final [mM] PM mg/Lt
NaCl 81.6 58.44 4768.7
KCI 4.8 74.56 357.87
KH2PO4 1.2 246.48 295.77
CaCl2 1.7 147.02 250.00
MgSO4 1.2 136.09 163.30
EDTA 0.1 380.2 38.02
Lactato de sodio | 31.0 112.06 3473.86
Gentamicina 5.6 198.17 1109.75
NaHCO3 25.0 84.01 2100.25
Piruvato de sodio | 0.3 110.05 33.01
L-glutamina 1 146.15 146.15
DPBS 10 pg/ml (0.5%) en Dulbecco’s

phosphate buffered saline.
Rojo de fenol 1 mg/ml 1,000.00

pH 7.4, preparar con agua doble destilada, filtrar en 0.22um
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Medio MCDB-105
Medio béasico que favorece el crecimiento celular.

Se prepar6 con agua de transferencia embrionaria como se describe a
continuacion y se guardo en la oscuridad de 2-8 °C hasta su uso. No mas de una

semana.

1. Calcular el 90% del volumen final con agua de transferencia embrionaria.

2. Afadir al medio MCDB-105, disolver y no calentar. El medio virara a color
amarillo.

3. Enjuagar el envase original con una pequefia cantidad de agua para
eliminar todos los restos de polvo.

4. Ajustar el pH del medio. El pH final estard a 7.4. podemos ajustar el pH a
7.2, ya que a 37°C el pH incrementa a 0.1-0.3 unidades. Al afiadir 4-5ml de
NaOH 1M vamos midiendo el pH hasta tener la medicién deseada, pH=7.4.

5. Aforamos con agua a la solucién hasta el volumen final.

6. Esterilizamos inmediatamente por filtracion usando una membrana con una

porosidad de 0.22 um.

Ingredientes mg/ L
Sales inorganicas

Metavanadato de amonio 0.000585
Cloruro de calcio (anhidrido) 147.000
Sulfato cuprico 5H20 0.00025
Sulfato ferroso 7H20 1.390
Sulfato de magnesio (anhidrido) 120.380
Sulfato de manganeso 0.000151
Acido molibdico de amonio (anhidrido) | 0.00124
Cloruro de niguel 6H20 0.00012
Fosfato de potasio monobasico | 408.270
(anhidrido)

Cloruro de sodio 6546.000
Metasillicato de sodio 9H20 0.1421
Selenita de sodio 0.0052
Cloruro de estaiio 2H20 0.000113
Sulfato de zinc 7H20 0.144
Aminoacidos

Glicina 7.510
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L-Alanina 8.910
L-Arginina HCI 210.700
L-Asparagina H20 15.000
L-Acido aspartico 13.310
L-Cisteina HCI H20 8.780
L-Acido glutamico 14.710
L-Glutamina 365.300
L-Histidina HCI H20 20.970
L-Isoleucina 3.940
L-Leucina 13.120
L-Lisinea HCI 36.540
L-Metionina 4.480
L-Fenilalanina 4,960
L-Prolina 34.530
L-Serina 10.510
L-Treonina 11.910
L-Triptéfano 2.040
L-Tirosina 2Na 2H20 7.840
L-Valina 11.720
Vitaminas

Cloruro de colina 13.960
D-Biotina 0.007339
D-Ca-pantotenico 0.238
Acido Falanico (Calcio) 0.000512
Niacinamida 6.110
Piridoxina HCI 0.0617
Riboflavina 0.113
Tiamina HCI 0.337
Vitamina B12 0.136
mio-Inositol 18.020
Otros

Adenina HCI 1.720
D-Glucosa 720.640
HEPES 5958.000
Acido linoleico 0.0028
Rojo fenol Na 1.242
Putrescina 2Na 0.000161
Acido pirtvico Na 110.000
Acido tioctico 0.00206
Timidina 0.0727
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