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RESUMEN

La maduracion in vitro (MIV) de ovocitos bovinos en sistemas de cultivo
representan una estrategia prometedora para mejorar la competencia meiética y el
desarrollo embrionario dentro de la reproduccion asistida. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar el efecto de cultivo de complejo cumulo-ovocito (COCs) bovinos
con una monocapa de células epiteliales del oviducto bovino, establecida en el
medio TCM-19. Los COCs fueron clasificados segin criterios morfoldgicos
establecidos por la IETS de 1 a-4 y distribuidos en dos grupos experimentales:
grupo control y grupo con células epiteliales del oviducto. Se evalu6 el grado de
expansion del cumulo en una escala de 0-4 y la tasa de maduracion nuclear (MII).
Los datos fueron analizados en una prueba de Chi cuadrado (p>0.005). Los
resultados mostraron que el grupo control presento mayor grado de expansion del
cumulo en comparacién con el grupo de células oviductales, presentando
diferencia estadisticamente significativa (y2 = 8.00; gl = 3: p-valor = 0.046). En
contraste, la tasa de maduracion nuclear no se observo diferencia significativa (p <
0.005) entre los dos tratamientos, evidenciado una disociacion funcional entre la
expansion del cumulo y la reanudacién mei6tica del ovocito. Los resultados del
presente estudio subrayan que la capacidad de soporte de las células epiteliales del
oviducto en monocapa sobres los ovocitos dependen del estado funcional y
condicionamiento hormonal previo en las células oviductales, y que la presencia
fisica de la monocapa no es suficiente por si sola para garantizar la expansion
completa del cimulo en la maduracion in vitro de ovocitos.

Palabras clave.

Ovocitos, células epiteliales, maduracion, in vitro, oviducto



ABSTRACT

In vitro maturation (IVM) of bovine oocytes in culture systems represents a
promising strategy for improving meiotic competence and embryonic development
in assisted reproduction. This study aimed to evaluate the effect of culturing
bovine cumulus-oocyte complexes (COCs) with a monolayer of bovine oviduct
epithelial cells cultured in TCM-19 medium. The COCs were classified according
to morphological criteria established by the IETS into grades 1 to 4 and assigned
to two experimental groups: a control group and a group with oviduct epithelial
cells. The degree of cumulus expansion was evaluated on a scale of 0-4, together
with the nuclear maturation rate (MI1). The data were analyzed using a chi-square
test (p > 0.005). The results showed that the control group exhibited a greater
degree of cumulus expansion compared to the oviductal cell group, with a
statistically significant difference (%2 = 8.00; df = 3; p-value = 0.046). In contrast,
no significant difference (p < 0.005) was observed in the nuclear maturation rate
between the two treatments, indicating a functional dissociation between cumulus
expansion and the resumption of meiosis in the oocyte. The results of this study
underscore that the supportive capacity of a monolayer of oviduct epithelial cells
for oocytes depends on the functional status and prior hormonal conditioning of the
oviductal cells, and that the physical presence of the monolayer alone is not
sufficient to ensure complete cumulus expansion during in vitro oocyte

maturation.

Keywords.

Oocytes, epithelial cells, maturation, in vitro, oviduct.



OBJETIVOS
A. Objetivo General

a) Determinar el efecto del cultivo a base de células oviductales sobre
el porcentaje de maduracion in vitro de ovocitos bovinos, con el fin
de simular un ambiente que reproduzca las condiciones fisiologicas

del tracto reproductivo.

B. Objetivos especificos

a) Evaluar la capacidad de replicacion de células oviductales en

condiciones de cultivo in vitro.

b) Comparar el porcentaje de ovocitos bovinos que alcanzan la
maduracion MII tras el cultivo empleando células oviductales
frente a medios de conservacion sin la presencia de células
somaticas.

HIPOTESIS

El cultivo de ovocitos con células epiteliales del oviducto durante la
maduracion in vitro mejora significativamente la tasa de maduracion ovocitaria en
comparacion con medios convencionales sin la presencia de células somaticas.

INTRODUCCION

La nocidn del ser humano en implementar nuevos métodos biotecnoldgicos
aplicados a la reproduccion asistida, siendo uno de ellos la produccién in vitro, una
gran alternativa para mantener y elevar el valor genético, y sobre todo la eficiencia
productiva como reproductiva en la explotacion pecuaria (Giller et al., 2025).

La técnica de maduracién in vitro (MIV) de ovocitos, considerada una de
las etapas clave para el desarrollo embrionario y para el éxito de las biotecnologias
reproductivas, se ha vuelto objeto de muchos estudios, con el objetivo de
desarrollar y mejorar los procedimientos biotecnoldgicos dentro de la
reproduccion asistida (Herrera et al., 2024).

La maduracion in vitro de ovocitos, cuyo objetivo es obtener ovocitos de
cierta manera competentes, a partir de ciertas estructuras foliculares, la MIV
presenta ciertos desafios en cuanto a la viabilidad y calidad de los ovocitos
producidos por medio de la produccion in vitro. Los ovocitos obtenidos bajo este

método presentan una baja competencia meidtica y citoplasmatica, perjudicando
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de manera negativa en la calidad del embrion a desarrollarse. La principal causa se
radica en los sistemas de cultivo empleados para MIV, es el no lograr reproducir
completamente condiciones fisioldgicas que los ovocitos logran experimentar en
in vivo (Ferronato et al., 2023; Sirard & Coenen, 2006).

Los ovocitos que muestra una correcta maduracion tienen que pasar por
dos procesos importantes, siendo estos la maduracion nuclear y citoplasmatica. La
maduracion nuclear es el resultado de toda la fase completa de la meiosis I, dando
como resultado la disminucion del nimero de cromosomas, dado por la extrusion
del primer cuerpo polar (Negrén-Pérez et al., 2025). Este proceso de extrusion del
primer corpuasculo polar junto con la expansion de las células del cumulo son los
procesos evaluados dentro del estudio.

Por otra parte, el proceso de maduraciéon citoplasmatica comprende la
reorganizacion de organulos entre ellos las mitocondrias y el reticulo
endoplasmatico, distribucion de granulos corticales a la periferia del ovocito y
acumulacion de reservabas energética, siendo estos factores primordiales para la
fecundacion y posterior desarrollo embrionario temprano (Blocher et al., 2024;
Zhang & Xu, 2025).

Dado que tanto la maduracion nuclear como la citoplasmatica dependen de
condiciones bioquimicas precisas el medio de cultivo utilizado en la MIV
representa un factor determinante en la calidad y competencia del ovocito. Si
bien se conoce que estos medios estan disefiados para suplir los nutrientes
necesarios para el desarrollo ovocitario, no logran replicar la complejidad del
entorno fisioldgico folicular. Entre los mas usados se encuentra el TCM-199, que
ha demostrado resultados satisfactorios gracias a sus propiedades antioxidantes y
contenido ascdrbico (Herrera et al., 2024).

El oviducto se constituye como una estructura anatdmica clave en la.
reproduccion, el cual conecta al ovario con el Gtero, se encuentra formado por un
complejo fibromuscular siendo estas la mucosa, muscular y serosa (Bastos et al.,
2022). La mucosa estd formada por células epiteliales ciliadas y secretoras. La
proporcion de este tipo de células va depender de la proporcién anatémica del
oviducto y la etapa del ciclo estral (Bastos et al., 2025). Estas células se encargan
de producir sustancias formando el fluido oviductal, siendo este fluido importante
para generar un ambiente 6ptimo para la maduracion de gametos, fecundacion y
darse las primeras divisiones del desarrollo embrionario (Saint- Dizier et al., 2025).
El ovocito al entrar en contacto con el oviducto las células producen la

glicoproteina llamada MUCY9, la cual interactta con los gametos donde asegura la
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fertilizacion (Danesh Mesgaran et al., 2016). En animales como bovinos, equinos
y caninos, los ovocitos pasan por la maduracion nuclear y el endurecimiento de la
zona pellcida en el medio oviductal, denominados cambios pre-fertilizacion
(Saint-Dizier et al., 2025).

Por dicha razon, el incorporar un sistema de cultivo in vitro representa
como un intento de biomimetizar condiciones fisiologicas naturales y busca
mejorar de forma potencial la calidad y competencia de los ovocitos.

Este estudio de enfoque cuantitativo y experimental, cuyo objetivo fue
evaluar la maduracion de ovocitos bovinos en células del oviducto, con el fin de
ofrecer un entorno semejante al que ocurre de manera natural en el aparato
reproductor del mamifero, pero sin reproducir completamente la complejidad de
las condiciones bioldgicas naturales, ofreciendo un método mas fisioldgico dentro
de los protocolos de maduracion in vitro.

Morfologia y calidad de los ovocitos

La calidad del ovocito es un factor determinante en el éxito de la
maduracion in vitro, fertilizacion y el desarrollo embrionario subsecuente. Su
evaluacion se basa en criterio morfologicos establecidos por la International
Embryo Technology Society (IETS), que considera la integridad de las células del
cumulo y apariencia del citoplasma para la clasificacion de los complejos culos-
ovocito (COC) en 4 grados (Aguila et al., 2020; Demetrio et al., 2022).

Los (COC) de grado 1 o A presentan multiples capas compactas de células
del cumulo y un citoplasma homogéneo y claro, siendo considerados de mayor
competencia para la MIV. Los grados 2 o B se caracteriza por células del cumulo
oscuras y compactas con un citoplasma ligeramente oscuro. Los grados 3 y 4
presentan células del cumulo expandidas con areas irregulares y un citoplasma
oscuro y heterogéneo, lo que refleja una mejor calidad y viabilidad ovocitaria
(Aguila et al., 2020; Bahrami & Cottee, 2022).

Competencia Ovocitaria

Para el exitoo en la produccion de embriones, la competencia ovocitaria
debe ser un punto primordial. Este factor se da de forma gradual durante la
ovogeénesis, con un sin numero de atributos celulares y moleculares, que permite al
ovocito la capacidad de completar la fase de meiosis, fecundacion y llegar a
desarrollarse en un blastocito con capacidad para implantarse y ser viable a
desarrollarse en embrion. (Kussano et al., 2024).

Maduracion de ovocitos

La maduracion in vivo de los ovocitos esta regulada por factores como son
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la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), asi como la
interaccion entre el ovocito y las células de la granulosa. Este proceso comprende 4
etapas secuenciales: vesicula germinal (VG), ruptura de la vesicula germinal
(RVG), metafase | (MI) y metafase Il (MIl). En la etapa de vesicula germinal, las
células germinales primordiales proliferan por mitosis para formar los ovocitos
primarios.

Durante el diploteno de la miosis | se constituye el foliculo primordial,
donde el ovocito esta rodeado por una capa de 4 a 8 células de la granulosa (Aguila
et al., 2020). Posterior, el ovocito entra en un estado de arresto meidtico,
manteniendo elevadas concentraciones intracelulares de AMP ciclico (AMPc),
etapa que pude prolongarse por afios hasta recibir el estimulo adecuado para
reanudar la meiosis. Ante la presencia del estimulo hormonal, ocurre la ruptura de
la vesicula germinal, donde los microtibulos se reorganizan formando el huso
meiotico, cuya estructura es responsable de una correcta segregacién cromosémica
(Valadéo et al., 2018). Este proceso conduce al ovocito hacia la metafase 1 y a la
metafase Il, etapa en la que queda arrestado hasta la fecundacion.

En los bovinos, los ovocitos se describe 4 etapas, siendo estas descritas
como GVO, GV1, GV2 y GV3. Los ovocitos en etapas GVO se encuentran en
desarrollo y no son capaces de ser fertilizados, la etapa GV1 y GV2 son ovocitos
que son mas competentes y capaces de ser fertilizados y desarrollados. La etapa
GV3 muestra ciertos signos de atresia, mostrando menor capacidad de ser
fertilizado y desarrollarse (Pytel et al., 2024).

El complejo del camulos-ovocito (COC) constituye la unidad funcional
central donde se da la foliculogénesis y maduracion ovocitaria. Las células de la
granulosa que mantienen la comunicacion directa con el ovocito por proyecciones
tranzonales y comunicantes, formadas por conexina 37 (Cx37) y conexina 43
(Cx43) (Gilula et al., 1978; Lonergan et al., 2003; Simon et al., 1997).

En bovinos los ovocitos son recuperados de foliculos antrales entre 2 a
8 mm de didmetro en matadero o aspiracién folicular transvaginal. Los ovocitos se
encuentran en arresto mei6tico en la profase I, siendo este el estadio vesicula
germinal (VG) y rodeados por mdaltiples capas de células del cimulo compactas
(Lonergan et al., 2003).

El ovocito bovino secreta factores paracrinos, factor de diferenciacion y
funcion de celulas de cumulos. Estas células suministran AMP ciclico (AMPc) al
ovocito, para mantener el metabolismo energético del gameto (Matzuk et al.,
2002).
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La expansion del cimulo es considerada un marcador morfoldgico clave en
la maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito. Estudios demuestran ovocitos
bovinos expansion completa del cimulo presentan mayores tasas de reanudacion
meidtica, fecundacion y desarrollo hasta blastocito en comparacion con aquellos
con la expansién parcial o ausente (Lonergan & Fair, 2008; Sirard et al., 2006;
Tanghe et al., 2002).

En los sistemas de MIV bovinos, la FSH en combinacion con LH o hCG es
el componente gonadotropico estandar de los medios de maduracién. La FSH
actla sobre sus receptores en las células del cumulus, elevando el AMPc
intracelular y estimulando la expresion de Has2 (hialuronato sintasa 2), Ptgs2
(COX-2) y Tnfaip6 (TSG-6), que son los genes clave de la expansion. La
concentracion habitual de FSH en los medios de MIV bovinos es de 0,02 a 0,1
Ul/mL, en combinacién con LH a concentraciones similares (Gilula et al., 1978;
Lonergan et al., 2003; Rizos et al., 2002).

Maduracion Nuclear

El ovocito pasa por dos situaciones simultdneamente que, de cierta forma,
evidencia existo en su maduracion y con posibilidad a ser fertilizado. La
maduracion nuclear, es uno de los hechos principales que sucede durante la
maduracion de ovocitos, ya que este ocurre la condensacion y segregacion
cromosOmica, al darse esto permite que se reanude y complete la meiosis | y
detenerse en la metafase de la meiosis Il y de esta manera formando un huso
meiotico con cromosomas alineados y microttbulos en forma de barril. Todo este
proceso de reorganizacion nuclear lleva a la extrusion del primer cuerpo polar y de
esta forma esta preparado para la fertilizacion (Blocher et al., 2024; Negron-Pérez
etal., 2025).

Maduracién citoplasmatica

En la maduracién citoplasmética ocurre la distribucién espacial de manera
coordinada de los organulos y la acumulacion de sustancia en organulos, el cual
consiste en reservas de energia enzimaticas y sintesis de proteinas. La maduracion
citoplasmatica se da la sintesis, activacion y degradacion del ARNm materno,
debido que, si no se da este proceso, provocaria una expresion génica anomala (He
et al., 2021). Ademas, se da la exocitosis de los granulos corticales (GC), siendo
este uno de los mecanismos que evitan la polispermia, debido a que ocurre
cambios en los receptores espermaticos en la zona pellcida (Ferreira et al., 2009).
La exocitosis de los GC involucra tantos filamentos del citoesqueleto y proteinas
homologas. Los granulos corticales se distribuyen en toda la superficie, cerca de
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la membrana plasmatica, como un tipo de estrategia a la espera de la entrada del
espermatozoide y la activacion del ovulo (Ferreira et al., 2009).

Maduracion in vitro

La maduracion in vitro (MIV) es una tecnologia que forma parte dentro de
la humanidad desde hace ya casi un siglo, dandose por primera vez en conejos en
el afio 1935 y en humanos en 1944. Esta técnica es un proceso donde esta
compuesta con la recoleccion de vesiculas germinales en una etapa de inmadurez
(Gilchrist & Smitz, 2023). La MIV debe tener la capacidad de mantener tanto la
maduracion nuclear y la diferenciacién citoplasmatica del ovocito. La maduracion
in vitro de ovocito se realiza con un protocolo con frecuencia usado, el cual
consiste en un tipo de sistema monofasico del medio TCM-199, que esta
suplementado con suero fetal bovino (SFB) y hormonas gonadotrépicas (Singina
& Shedova, 2019). Las hormonas gonadotrdpicas que llegan a contener el medio
de maduracion son la hormona foliculoestimulante (FSH), que busca que los
ovocitos reanuden la meiosis, sin provocar anomalias cromosdmicas, la hormona
luteinizante (LH) que promueve la expansién de las células del cumulo, esta
hormona también puede ser remplazada por la gonadotropina coriénica humana
(HCG). A parte contener hormonas, los medios estan combinados con un conjunto
complejo de aminoécidos, brindando energia para la maduracion nuclear
(Mahmoud et al., 2025).

Los ovocitos que se encuentran inmaduros bajo este sistema llegan a
metafase Il en la segunda division meidtica hasta un 80%, pero apenas un 40%
Ilega a desarrollarse hasta la etapa de blastocito (Singina & Shedova, 2019)

Factores como son la calidad del ovocito que son recolectados y las
condiciones del cultivo son primordiales para el éxito de la MIV. Bajo este
contexto, el principal desafio que presentan los ovocitos al momento de la MIV es
el estrés oxidativo, siendo causado por la presencia en cantidades mayores de
ROS, generado por los propios ovocitos en el medio de maduracion. La
generacion de ROS provoca muerte de los ovocitos y perdida embrionaria. Otros
como temperaturas altas, humedad y otros son factores que afectan la maduracion
de los ovocitos en MIV (Rakha et al., 2022).

Células epiteliales del oviducto

La mucosa del oviducto se encuentra formado de dos tipos celulares las
células ciliadas y secretoras (Bastos et al., 2022). Las células ciliadas estan
estructuradas con microvellosidades y secretan sustancias y factores de

crecimiento, en los primeros dias del ciclo estral (Rizos et al., 2016). Las células
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epiteliales del oviducto, son células capaces de secretar ciertos sustratos o
cofactores como glucosa, galactosa, piruvato, aminoacidos, glicoproteinas,
albumina sérica y factores de crecimiento, siendo este el factore de crecimiento
epidérmico (EGF), ligando c-kit, factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), factor
inhibidor de la leucemia (LIF) y por ultimo la interleucina-6 (IL-6); la secrecion
de estas sustancias aumente la actividad metabolica, que consecutivamente
mejoran el desarrollo, calidad y capacidad de implantarse el embrién (Avilés et al.,
2010; Hosseinabadi et al., 2025). Se ha reportado que la OVGPl y los
glicosaminoglicanos que son secretados por las células epiteliales la funcionalidad
de la zona pellcida, permitiendo el control de la polispermia al momento de la
fertilizacion (Maillo et al., 2016).

Durante el ciclo estral los cambios hormonales generan alteraciones tanto
en la parte morfoldgica como en la composicion de las células epiteliales en las
estructuras del oviducto (Bastos et al., 2025). Esto puede variar en la especie, pero
por lo general los mamiferos, la mayor produccién se da al final del estro e inicio
del diestro con el aumento de las células epiteliales secretora junto con el tamafio
del lumen (Leese et al.,, 2001). La actividad endocrina principalmente la
esteroidales que provocan cabios morfoldgicos, fisiologicos y moleculares dentro
del oviducto (Almifiana et al., 2018). Las altas concentraciones de estrégeno (E2),
el oviducto presenta cambios morfoldgicos y proliferatorios en el segmento de la
ampolla, provocando el aumento de células secretoras y la parte funcional del
epitelio.

Durante la fase lutea, etapa en la que se produce la hormona progesterona
induce a cambios dentro del epitelio del oviducto. Dentro de lo morfologico
estudios expresan que tanto el grosos como altura de los pliegues mucosos,
evidenciando que la progesterona induce a la atrofia del epitelio (Wang et al.,
2007). La progesterona induce a la liberacion activa del contenido oviductal
mediante exocitosis, dicho fluido contiene mucopolisacaridos acidos, glucdgeno,
lipidos y otros que son estimulados por el estrogeno durante la fase folicular
(Mokhtar, 2015).

Cultivo de células oviductales

Se han desarrollado varios métodos diferentes de sistemas de cultivos
primarios con distintos tejidos, siendo uno de estos el uso de células epiteliales
oviductales y como resultado ciertos cultivos han servido como modelo in vitro
(Fernandez-Montoro et al., 2023).

Para la obtencién de células epiteliales oviductales, que pueden ser tanto

16



mecanicas y enzimaticas. La técnica mecanica se realiza tanto la diseccion y cortes
de forma longitudinal y posterior a dicho procedimiento, se sigue con la extrusion
de las células del lumen del oviducto realizando una presion ligera en la parte
externa del oviducto, de igual manera puede realizarse un raspado en la superficie
de la parte interna del oviducto. En la técnica enzimatica, llegan a usar tanto
colagenasa como tripsina (Way, 2006). En cualquiera de las técnicas, siempre
deben seguir protocolos que ayuden a la eliminacién tanto de tejido adicional en el
oviducto y la contaminacion de cultivo con células no epiteliales (Way, 2006).

Los dos sistemas de cultivo mas estudiados dentro de la reproduccion
asistida, que buscan generar un ambiente mas fisiologico, principalmente para el
desarrollo embrionario in vitro (Pranomphon et al., 2024). El primer sistema
consta de monocapa de células epiteliales del oviducto (OEC) sobre placas, que
mostro un aumento en la tasa y calidad del desarrollo en los embriones, y cambios
en la expresion génica de las OEC. Esta técnica se la conoce como
bidimensionales (2D) (Pranomphon et al., 2024).

El sistema de tridimensional (3D) es una técnica mas precisa para generar
un microambiente, existe una mejor comunicacion celular y los factores solubles
son mas estables. Estos disefios buscan apoyar la maduracién in vitro de ovocitos
usando microesferas de alginato, matrices de agarosa 0 la gota colgante
(Fernandez-Montoro et al., 2023; Ishikawa et al., 2014; Mastrorocco et al., 2020).
La técnica liquid marbles que son biorreactores en forma 3D, siendo estas gotas de
medio de cultivo encapsuladas con particulas hidrofébicas, evitando el contacto
interno y ambiente externo, y reduciendo el riesgo de contaminacién (Park et al.,
2021).

Bajo este marco, el cultivo de células del oviducto no pierde la habilidad
embriotréfica y se puede observar la presencia de sustancias como la OVGP-1 que
son secretadas por células no ciliadas y proteinas como la aromatasa p450, siendo
secretadas por células ciliadas (Senn et al., 2024). Bajo el contexto de desarrollo
embrionario al tener presente una capa intacta de células epiteliales del oviducto y
que dicha capa, presente una secrecion activa, proporcionando condiciones in vitro
optimas, generandose un desarrollo embrionario temprano (Walter, 1995).

El uso de células epiteliales del oviducto dentro de la maduracion in vitro
se ha convertido en una estrategia que busca aumentar la tasa de maduracion de
ovocitos de manera in vitro. La maduracion de ovocitos en cultivos de células
epiteliales del a&mpula tanto frescas como congeladas mostraron un efecto

beneficioso en la expresion génica, como son la GDF9 un factor de crecimiento y
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el gen StAR, que genera mayor competencia para el desarrollo embrionario (Azari
et al., 2021). En el desarrollo temprano de embriones han implementado el uso de
cultivos de células epiteliales oviductales, obteniendo tasas mayores de etapa de
blastocitos en un ambiente con presencia de células epiteliales del oviducto
(Schmaltz-Panneau et al., 2014).

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Reproduccion de la Unidad
Académica de Ciencia Agropecuarias de la Universidad Catélica de Cuenca,
localizada en la parroquia Machangara, cantén Cuenca, provincia de Azuay,

Ecuador.

Figura 1. Ubicacion del laboratorio de reproduccion de la Universidad
Catolica de Cuenca

El tipo de disefio del estudio fue de caracter experimental cuantitativo,
debido a que se busca la eficiencia de la maduracion in vitro de ovocitos usando un
cultivo de células epiteliales del oviducto comparando sin la presencia de ellas.

La estructura del disefio fue completamente aleatoria aplicando 2
tratamientos y 4 replicaciones por cada tratamiento. En las replicaciones del
experimento se cultivo entre 50 a 60 ovocitos, obteniendo de todas las repeticiones
un total de 427 ovocitos, siendo 217 ovocitos del tratamiento control y 210 del
cultivo celular.

Este proceso se desarrollé en dos etapas, la primera etapa consistio en el
desarrollo de varios sistemas de cultivos de células epiteliales oviductales
procedentes de animales faenados bovinos. La segunda etapa se cultivd los
ovocitos en las células del oviducto y se evalud el efecto que tienen sobre la
maduracion de los ovocitos que fueron obtenidos en los diferentes grupos
experimentales.

Tanto oviductos como ovarios se obtuvieron de hembras bovinas faenadas
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en el matadero municipal del cantdn Cuenca, previa autorizacién del
establecimiento. Los 6rganos fueron transportados al laboratorio de reproduccion
en solucién salina isotonica estéril, mantenida entre 25 a 28 °C, y procesados
dentro de las tres horas posteriores al faenamiento.

Los oviductos se realizaron sucesivos lavados con lactato de Ringer,
removiendo impurezas y restos de sangre que afecten el cultivo celular. Posterior,
los oviductos fueron disecados, removidos de los ovarios y colocados en cajas
Petri estériles.

El oviducto diseccionado desinfectado mediante el contacto puntual con
material estéril impregnado de alcohol al 70%. Para la obtencion de las células, se
realiz6 un raspado superficial, obteniendo una muestra con una consistencia mucosa
y tonalidad amarillenta colocada en medio para su posterior lavado. Para el lavado,
se realiz6 de una a dos centrifugados a 2000 rpm durante 6 minutos en 5 ml de
medio MEM. Una vez centrifugado se retir6 el sobrenadante conservando el pellet
celular intacto.

Se sembrd el concentrado celular en frascos de cultivo celular de 25 cmen 5
ml de medio de cultivo MEM, manteniendo el cultivo celular en la incubadora 37°C
con 5% de CO2y una humedad relativa del 90%.

El cultivo celular se examind diariamente, realizando el cambio del medio
celular cada 48 horas manteniendo la tapa del frasco ligeramente abierta
favoreciendo el equilibrio térmico e intercambio gaseoso.

Al dia 7, post siembra, se verifico la formacion del monocapa celular
adherida al frasco de cultivo celular. Las células de la monocapa formada fueron
recuperadas mediante el proceso de tripsinizacion. Este proceso inicio con un
lavado con 2 ml de solucion de PBS, seguido de la adicion de 2 ml de tripsina-
EDTA durante 6 minutos a 37°C, la accion enzimatica de la tripsina se neutralizo
con medio de cultivo suplementado. Se procedi6o a la centrifugacion de la
suspension para la obtencion del pellet celular.

Las células epiteliales recuperadas se sembraron en 1 ml de medio de
maduracion en pocillos de cultivo. Tras un periodo de incubacion de 24 horas, se
gener6 un monocapa celular para el proceso de maduracion in vitro de ovocitos.

En el proceso de obtencion y seleccion de ovocitos, los ovarios se
sometieron a lavados con lactato de Ringer. Seguido, se realiz6 la aspiracion
folicular con un tamafo entre 2 a 8 mm, empleando una jeringa de 10 ml equipada
con una aguja calibre 21. El contenido aspirado se recolecto en tubos de Falcon de
50 ml.
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La seleccion de ovocitos se llevé a cabo siguiendo los criterios indicados por
International Embryo Technology Society (IETS), priorizando los ovocitos en grado 1
y 2, que presentan citoplasma homogéneo y capas compactas de las células del
cumulo. Durante el proceso de seleccién, los ovocitos se mantuvieron en medio
Holding sobre una placa térmica, para su observacion y clasificacion mediante
esteromicroscopia (Nikon SMZ800N Japon) los ovocitos usados en el estudio fueron
de Iy Il grado. Inmediatamente se procedio a incubar (Thermo Scientific) 37°C con
5%de Co2 y una humedad relativa al 90%.

Ya seleccionados los ovocitos se procedié a la maduracion in vitro,
distribuyendo a los ovocitos en dos grupos experimentales: el primero en presencia de
un monocapa celular epitelial del oviducto y el segundo Gnicamente en medio de
maduracion de ovocitos. Se utilizo TCM-199 como medio base suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS), 10 pg/ml de FSH-p, 75 pg/ml de gentamicina y 50
png/ml de amikasina.

Al término de la maduracion in vitro de los ovocitos luego de 24 horas, se
evalu6 2 indicadores de maduracion del ovocito, siendo estos la expansion celular del
cumulo considerando la dispersion de las células. Una vez evaluado la expansion del
cumulo, se despojaron las células del cimulus mediante pipeteo frecuente para la
evaluacion de la expulsion del primer corpusculo polar siendo un indicador visible que
el ovocito alcanzo la etapa de metafase 11, evidenciando la finalizacion de la meiosis |.

La seleccidn de ovocitos se llevd a cabo siguiendo los criterios indicados
por International Embryo Technology Society (IETS), priorizando los ovocitos en
grado 1 y 2, que presentan citoplasma homogéneo y capas compactas de las
células del cumulo. Durante el proceso de seleccion, los ovocitos se mantuvieron
en medio Holding sobre una placa térmica, para su observacion y clasificacion
mediante esteromicroscopia (Nikon SMZ800N Japon) los ovocitos usados en el
estudio fueron de | y Il grado. Inmediatamente se procedio a incubar (Thermo
Scientific) 37°C con 5%de Co2 y una humedad relativa al 90%.

Ya seleccionados los ovocitos se procedid a la maduracion in vitro,
distribuyendo a los ovocitos en dos grupos experimentales: el primero en
presencia de un monocapa celular epitelial del oviducto y el segundo Gnicamente
en medio de maduracion de ovocitos. Se utilizo TCM-199 como medio base
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 10 pg/ml de FSH-p, 75 pg/ml
de gentamicina y 50 pg/ml de amikasina.

Al término de la maduracion in vitro de los ovocitos luego de 24 horas, se

evalud 2 indicadores de maduracion del ovocito, siendo estos la expansion celular
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del cdmulo considerando la dispersion de las células. Una vez evaluado la
expansion del cumulo, se despojaron las células del cimulus mediante pipeteo
frecuente para la evaluacion de la expulsion del primer corpusculo polar siendo un
indicador visible que el ovocito alcanzé la etapa de metafase Il, evidenciando la
finalizacion de la meiosis |.

Para el analisis estadistico se uso un software estadistico Jamovi. Se aplico
pruebas de chi-cuadrado (X2) en la variable expansion celular del cumulus,
considerando la distribucion de frecuencias entre los distintos grados de expansion
analizados en el experimento, de igual manera en la variable de maduracién
nuclear, expresado en ovocitos maduros y no maduros comparando si existe
diferencias entre los dos tratamientos evaluados. Se establecido un nivel de
significancia en p < 0.05 determinando diferencias significativas entre los dos
tratamientos experimentales. Se realizaron graficas estadisticas, para promover
una mejor interpretacion de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Expansion de las Células del Camulus

Tabla 1. Comparacion de la expansion de células del cumulo por

tratamiento

Tratamiento Gr(f,‘/‘:;’ 1 Grado2 (%) Grado3 (%) Grado4 (%)
Control 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%)
Cultivo oviductal 1 (25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 1(12.5) 3 (37.5%) 2 (25%) 2 (25%)

Dentro del estudio se evaluo el efecto del cultivo celular del oviducto en la
expansion celular del cumulo en la maduracion in vitro de ovocitos, utilizando una
escala de 0 a 4. De acuerdo al analisis no paramétrico Chi cuadrado se observé
diferencia significativa (y2 = 8.00; gl = 3: p-valor = 0.046) en el grupo control con
un grado de expansion entre 3 a 4, siendo el 50% de las repeticiones grado 3 y el
otro 50% un grado 4. En el tratamiento de células oviductales se observaron
expansion celular baja con un 25% de las repeticiones en grado 1 y el 75% en

grado 2.
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Expansién del cimulo ovocitario

Cultivo de células epiteliales Control
o ®
-
b
. a 1
/
Grado 2 Grado 4

Figura 2. Andlisis de chi cuadrado en expansion del cimulo

Los hallazgos morfoldgicos visualizados en la evaluacion de los ovocitos
madurados tras el periodo de maduracion in vitro se observan en la figura 3

Las células del cumulo en ovocitos madurados con cultivo celular del
oviducto presento una expansion parcial clasificada como Grado 2. A lo contrario
los ovocitos pertenecientes al grupo control alcanzaron una expansién maxima de
Grado 4.

Este comportamiento morfoldgico coincide con lo reportado por Gandhi et
al., (2000) quienes evidenciaron una reduccion significativa en la expansion del
cumulo al usar un sistema de medio basado en fluido oviductal suplementado con
albumina de suero bovino.

La baja expansion celular del cumulo observando en las células epiteliales,
sugiere una interrupcion en la cascada molecular. EIl proceso de cascada comienza
con la hormona foliculo estimulante (FSH) actuando en las células del cumulo
mediante el receptor FSHR, activando la proteina quinasa A promoviendo la
transactivacion el receptor Factor de crecimiento epidérmico (EFG). Resultando
en la activacion quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK1/2) fosforilado
induciendo la transcripcion de 4 genes importantes para la expansion celular del
ctmulo hialuronano sintasa 2 (HAS2), ciclooxigenasa 2 (PTGS2), TNFAIP6 y
pentraxina 3 (PTX3) (Liu et al., 2021; Salustri et al., 2004).

La FSH, también se encuentra vinculada con la produccion del estradiol
(E2). Estudios demuestran que la hormona activa la aromatasa en los ovocitos para
producir E2 y este regularizar la fosforilacion de ERK1/2 mediante el receptor
GPR30, generando expansion del cumulo y maduracién del ovocito (Zhao et al.,
2020).

Liu etal., (2021) observaron que los COCs que son mantenidos en cultivo

sin presencia de E2 redujo la expansion del cimulos y menores niveles de ARNm
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de HAS2 comparados con ovocitos frescos, mientras que en la adiccién de E2
exogeno restauro la competencia expansiva de manera dependiente de Factor de
diferenciacién del crecimiento (GDF9) y Proteina morfogenética dsea (BMP15).
Estos hallazgos demuestran que el E2 producido por los propios ovocitos bajo el
efecto de la FSH regula de manera autocrina y paracrina en la expresién de HAS2
y la expansion del cumulo y opera de forma complementaria la via directa EGFR-
ERK1/2.

En bovinos confirmaron que la privacion de FSH reduce de manera
significativa en la sintesis del estradiol (FSH+: 116,0+0,0 pg/mL; CTL: 97,6+18,0
pg/mL) y por consiguiente menor tasa de maduracién tanto nuclear como
citoplasmatico (Cantanhéde et al., 2021). Sin embargo, a diferencia de las células
granulosa folicular, las células epiteliales del oviducto no expresan FSHR de
forma diferenciada (Lopera-Vasquez et al., 2022), no obstante, expresan
receptores de estrégenos alfa y beta funcionales en su membrana y ndcleo,
teniendo presencia y respuesta al E2 que se ha sido documentada en el epitelio
oviductal in vivo e in vitro (Lopera-Vasquez et al., 2022; Ulbrich et al., 2003).

En condiciones fisioldgicas in vivo, el estradiol producido en los foliculos
preovulatorios llega al oviducto en concentraciones elevadas, mediante los
receptores de estrégenos alfa el programa secretor preovulatorio incluyendo la
produccion activa de AREG, EREG, LIF PGE2 IGF2 y OVGP1 (McGlade et al.,
2025). Sin embargo, se debe tener en cuenta el estado hormonal en que las células
oviductales son cultivas, segin Cerny et al., (2015) evidenciaron que este
programa secretor difiere marcadamente entre la fase folicular y la luteinica, sin la
presencia de la estimulacion estrogénica previa, la monocapa epitelial del oviducto
funciona en fase luteinica tardia o anéstrica, con una minima de secrecion de
factores necesarios para la activacion del eje EGFR.

Este mecanismo de captacion competitiva de E2 no implica que las células
compitan activamente como antagonistas, sino que, al expresar ERa y ERp
funcionales en un ambiente cerrado con concentraciones de E2 producidas para los
COCs presentes en el pocillo, la fraccion de E2 disponible para la sefializacion
autocrina en las células del cimulo pudo haberse reducido significativamente. La
consecuencia directa de esta reduccion seria una menor activacion de la via
GPR30—ERKI1/2 en las células del cumulo, lo que contribuiria a disminuir la
expresion de HAS2, PTGS2 y GREM1, genes cuya induccién por FSH es
parcialmente mediada por esta via estrogénica (Zhao et al., 2020)

Otro factor importante son las células oviductales funcionalmente activas
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secretan acido hialurénico (HA) de alto peso molecular que son capaces unirse a
receptores CD44 que se encuentran presentes en las membranas de las células del
cumulo. Estas uniones llegan activar las vias de sefializacion intracelular las PKC,
PI3K'y NF-KB, induciendo al propio gen de HAS2 del cumulo, generando un loop
autocrino amplificando de forma progresiva la produccion HA, y generando la
expansion del camulo (Schoenfelder & Einspanier, 2003; Yokoo et al., 2010).

Aunque las células epiteliales del oviducto pueden producir acido
hialuronico y expresar receptores CD44, la expansion funcional del cumulus
requiere la activacién coordinada de genes como HAS2, PTGS2, TNFAIP6 y
PTX3, que son regulados por sefiales dependientes de FSH, EGFR-ERK1/2 y
factores ovocitarios como GDF9 y BMP15.

2. Maduracion ovocitaria

Tabla 2. Efecto de las células oviductales sobre la maduracion nuclear
frente al grupo control.

Tratamiento Ovocitos Madurados No madurados x2 P valo
(n) (%0) (%)
Control 217 137 (63.1%) 80 (36.9%)
Cultivo 210 142 (67.6%) 68 (32.4%) 0.948 0.330
celular

Los datos expuestos en la tabla 2 no se evidencio diferencia significativa (p
> 0.05) dentro de los resultados entre los dos tratamientos, pero demuestra un
ligero incremento en la maduracion de los ovocitos con presencia de células del
oviducto (67,5 + 5.08%), a comparacién al tratamiento sin presencia celular (63.2
+ 6,20%).

Este resultado lejos de ser contradictorio, muestra una disociacion entre la
expansion fisica del cumulo y la reanudacion meidtica del ovocito. Aunque tanto
la expansion del cumulo como la reanudacion meidtica son procesos posteriores a
la activacién de EGFR mediados por ERK1/2, cada una opera con umbrales de
activacion distintas a través de rutas moleculares que pueden generar disociacion
(Pei et al., 2023).

La reanudacion meiotica requiere principalmente el cierre de las uniones
gap entre el cumulo y el ovocito mediante la fosforilacion conexina 43 (Cx43),
reduciendo el factor de AMPc inhibidor hacia el ovocito y activa el Factor
promotor de la maduracion (MPF)(Pei et al., 2023). Este proceso puedo ocurrir
con una activacion parcial del ERK1/2, siendo esto suficiente para fosforilar Cx43
e iniciar el cierre de las uniones gap.

En el estudio realizado por Azari et al., (2021), siendo el primer estudio
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que evalud sisteméaticamente el efecto del cultivo de células ampulares bovinas en
la expresion génica de los COCs, produciendo (Pakniyat et al., 2025) un alza
significativa del gen GDF9 en los COCs madurados (p<0.001), acompafiado una
mayor tasa de maduracion nuclear con respecto al grupo control (p=0.002). El
GDF9 es un factor secretado por el ovocito, siendo necesario para el desarrollo del
ovocito y la prevencion de la apoptosis de las células del cimulo (Pakniyat et al.,
2025).

En el presente estudio, la monocapa genero un microambiente paracrino
que pudo haber estimulado de forma similar la expresion de GFD9 en los COC,
promoviendo la maduracion nuclear por una ruta relativamente independiente a la
expansion del cumulo.

A pesar de que GFD9 es indispensable para la viabilidad y la funcién del
cumulo, no es un factor predominante en la activacion de la HAS2 y la expansion
del cumulo en bovinos y ovinos (Rouhollahi Varnosfaderani et al., 2013)
evidenciaron en ovinos que la expansion del camulos y la expresion de HAS2 no
fueron afectadas con tratamientos de GDF9 exdgeno, a la vez (Morikawa et al.,
2021) en ovocitos de porcinos no promovio la expansion del cumulo, y < 10% de
los ovocitos maduraron en MII en el grupo de GDF9 aislado. Estos estudios
confirman que el GDF9 actua principalmente en la maduracién nuclear y la
viabilidad del cumulo, el cual encaja coherente en los resultados obtenidos en el
presente estudio.

Las células epiteliales oviductales en monocapa mantienen la capacidad
secretora del factor inhibidor de Leucemia (LIF) e IGF2 en desdiferenciacion
parcial de las células (Hosseinabadi et al., 2025). Pei et al., (2023) demostraron
que la presencia de LIF mejora la maduracion nuclear, funcién mitocondrial y
niveles de genes antiapoptoticos en los ovocitos.

En investigaciones donde manejan el uso de células oviductales para la
maduracion de ovocitos en caninos obteniendo diferencias significativas entre
control y cultivo de células del oviducto en la reduccion de ovocitos en etapa de
vesicula germinal y las tasas de metafase Il mas altas en cultivo de células
oviductales (No et al., 2018).

Lee et al., (2017) manifiesta que el cultivo de células oviductales en fase
de estro en caninas vivas, promovi0 tanto la reanudacion y progresion de la
meiosis en los ovocitos. En este estudio analizaron tres etapas del proceso de
maduracion de los ovocitos, obteniendo disminucion de ovocitos en etapa vesicula

germinal con un 32.5%, aumento en metafase | (46.7%) y ovocitos listos para la

25



fecundacién en Meiosis-11 (10.0%), lo que sugiere de igual manera que el estado
fisioldgico y etapa del ciclo estral pueden obtener mayor cantidad de ovocitos
maduros.

CONCLUSIONES

Esta investigacion buscaba evaluar el efecto en la maduracion invitro de
ovocitos bovinos con presencia de células oviductales, evidenciado valores
estadisticamente significativos (x2 = 8.00; gl = 3: p-valor = 0.046) en la expansion
del cdmulo presentado mayor grado de expansion en el tratamiento control con
grados entre 3y 4, sin embargo, el tratamiento con células del oviducto evidencio
diferencias numéricas en maduracion nuclear, pero sin diferencias
estadisticamente significativa. Estos hallazgos sugieren que la expansion del
cumulo no necesariamente se asocia de forma directa en la maduracion de ovocito
y que el microambiente de las células oviductales podria favorecer la competencia
ovocitaria en la parte funcional.

Si bien el sistema de cultivo con células del oviducto mostro
numéricamente mayor numero de ovocitos maduros, es necesario a futuro
desarrollar investigaciones donde tenga mayor control de las variables bioldgicas,
condiciones fisiologicas de los materiales biologicos usados y experimentar la

estimulacion hormonal durante el cultivo celular.
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