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RESUMEN

El presente estudio se realizd para evaluar el efecto de cuatro suplementos de
macromoléculas sobre la tasa de maduracién nuclear, asi como también determinar la tasa
division de ovocitos y desarrollo embrionario posterior a la fecundacién a las 48 horas y 168
horas (7 dias), respectivamente. Los ovarios fueron obtenidos de animales sacrificados,
transportandose al laboratorio en un termo conteniendo solucion salina al 0.09%,
suplementada con antibidtico-antimicotico a 37 °C. Los CCO’s se obtuvieron de la aspiracion
de foliculos de entre 2-6mm; luego de ser observados en un estéreomicroscopio, 692
ovocitos con dos 0 mas capas de células fueron calificados como aptos para ser madurados
en medio TCM99 enriquecido con suplemento de macromolécula: PVP o PVA 0 BSA o SFB
segun sea el tratamiento; cultivados a 39°C bajo una atmosfera de 5% de CO,. Cumplido el
tiempo de maduracion (24 horas), los ovocitos fueron removidos del medio y lavados con
PBS suplementado con SFB y 1 mg/ml de hialuronidasa, para ser fijados en una solucion de
etanol: acido acético (3:1). Para la evaluacién de la maduracion nuclear, se colocaron los
ovocitos en una lamina portaobjeto y tefiidos con 1% de orceina; las mismas fueron
observadas bajo un microscopio para ser evaluadas y clasificadas como Vesicula Germinal
(VG), Metafase | (MI), Anafase-Telofase, Metafase Il (MIl) y degenerados. Para la
fecundacion se usaron 1680 ovocitos, madurados bajo las mismas condiciones y fecundados
con espermatozoides obtenidos de pajillas. Para la obtencién de los espermatozoides
motiles se centrifugo a 300 gravedades durante 10 minutos bajo una gradiente de Percoll
(45/90); el sobrenadante fue retirado y el pellet obtenido retirado para ser reconstituido con
TL-STOCK. Los ovocitos maduros y espermatozoides fueron co-cultivados durante 18 horas
a 39°C con 5% de CO, en medio de cultivo KSOM AA,; luego de 48 horas las células co
cultivadas fueron trasladadas al medio de cultivo SOF. En el experimento 1, en los ovocitos
gue alcanzaron la maduracion nuclear (Metafase Il) se encontr6 diferencia significativa solo
entre los suplementos de macromolécula PVA y SFB con 19.3 + 1.8 y 16.3 + 0.8,
respectivamente; mientras que en los grupos PVP, PVA, BSA y PVP, BSA, SFB,
respectivamente no se encontré diferencia estadistica significativa. En el experimento 2, la
tasa de division y desarrollo embrionario posterior a la fecundacion a las 48 horas y 168
horas, respectivamente no se encontré diferencia estadistica significativa. Estos resultados
indican que los suplementos de macromoléculas proporcionan condiciones y requerimientos
importantes para la progresién desde estadios de metafase | a metafase |l.

Palabras claves: Maduracion In vitro, ovocitos bovinos, fecundacion In vitro.
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ABSTRACT

The present study was made to evaluate the effect of four macromolecule supplements on
the rate of nuclear maturation, as well as to determine the rate division of oocytes and
embryonic development subsequent to the fertilization to the 48 hours and 168 hours (7
days), respectively. The ovaries were obtained from sacrificed animals, being transported to
the laboratory in a thermos flask containing saline solution to the 0,09%, with antibiotic-
antimycotic at 37 °C. The CCO’s was obtained from the aspiration of follicles of between 2-
6mm; after being observed in stereomicroscope, 692 oocytes with two or more layers of cells
were described like apt being in the middle matured TC M99 enriched with macro-molecule
supplement: PVP or PVA or BSA or SFB according to are the treatment; cultivated at 39°C
under an atmosphere of 5% of CO,. Turned the time of maturation (24 hours), the oocytes
were removed of means and washings with PBS supplemented with SFB and 1 mg/ml of
hyaluronidase, to be fixed to an ethanol solution: acetic acid (3: 1). For the evaluation of the
nuclear maturation, the oocytes on the slide and dyeings with 1% of orceina were placed; the
same ones were observed under a microscope to be evaluated and to be dassified like
germinal vesicle (VG), metaphase | (MI), anaphase-telophase, metaphase Il (MIl) and
degenerated. For the fertilization 1680 oocytes, matured under the same conditions and
fertilized were used with obtained spermatozoa of tubules contained it.. For the obtaining of
the motile spermatozoa by centrifuge myself to 300 gravities during 10 minutes under a
gradient of Percoll (45/90); the supernatant was retired and pellet obtained retired to be
reconstituted with TL-STOCK. The mature oocytes and spermatozoa Co-were cultivated
during 18 hours to 39°C with 5% of CO, in the middle of culture KSOM-AA; after 48 hours the
Co-cultivated cells were transferred to means of culture SOF. In experiment 1, in the oocytes
that reached the nuclear maturation (Metaphase Il) was single significant difference between
the macromolecule supplements PVA and SFB with 19.3 + 1.8 and 16.3 + 0.8, respectively;
whereas in groups PVP, PVA, BSA and PVP, BSA, SFB, respectively was not significant
statistical difference. In experiment 2, the rate of division and embryonic development
subsequent to the fertilization to the 48 hours and 168 hours, respectively was not significant
statistical difference. These results indicate that the macromolecule supplements they provide
conditions and important requirements for the progression from stages of metaphase | to
metaphase II.

Key words: In vitro Maturation, oocytes bovine, In vitro fertilization.
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. INTRODUCCION

Durante muchos afios se ha trabajado buscando reproducir artificialmente los eventos de la
maduracion, fecundacion de ovocitos y desarrollo embrionario temprano. Sin embargo, lo
gue en principio solo tenia fines de investigacion, en los dltimos afios se ha comenzado a
utilizar con propdésitos comerciales.

Los resultados de la produccion In vitro de embriones en distintas especies fueron mejorando
significativamente, a medida que avanzaron los conocimientos acerca de sus
requerimientos. Para ello, fue necesario transformar los medios de cultivo utilizados
inicialmente, complejos y suplementados frecuentemente con suero, en medios Mas
definidos, en los cuales cada uno de sus componentes pudiera ser estudiado en funcion del
efecto que genera sobre el desarrollo embrionario, su sobrevivencia posterior a la
criopreservacion, la tasa de gestacion y el porcentaje de crias viables (Mucciy col, 2006).

El desarrollo de estrategias para incrementar la eficiencia de produccion In vitro de
embriones, esta relacionado con diversos factores asociados con los medios de cultivo y
técnicas que influyen este procedimiento, con un incremento en la importancia de los
suplementos de macromoléculas y las condiciones atmosféricas.



Los suplementos macromoléculas que son usados frecuentemente en la produccion de
embriones In vitro son: albimina sérica bovina (BSA) y el suero fetal bovino (SFB). Estos
suplementos son particulas coloides que facilitan el transporte de fluidos a través de la
membrana biolégica (Webster, 1982). También son frecuentemente usados los suplementos
macromoléculas sintéticos que incluyen al polivinil alcohol (PVA), (Fukui y col, 2000),
polivinilpirrolidona (PVP), (Chung y col, 2007). PVA'y PVP son las macromoléculas sintéticas
mas usadas en medios de maduracion en reemplazo del BSA'y SFB.

En la produccion de embriones In vitro se consideran tres fases fundamentales,
independientemente del protocolo utilizado, en el siguiente orden cronolégico son: a)
Maduracioén In vitro de ovocitos; b) Capacitacion In vitro de los espermatozoides a utilizar
para la fecundacion; c) Eleccion de las condiciones idéneas para cultivar los embriones
obtenidos y que se desarrollen hasta el estadio optimo para su posterior transferencia,

congelacién o cualquier manipulacién que en ellos se vaya a realizar (Gonzalez, 2001).

La Maduracién In vitro (MIV) es la primera fase de la Fecundaciéon In vitro (FIV) y que
requiere la obtencién de ovocitos procedentes de animales sacrificados o de animales vivos.
Los ovarios obtenidos de centros de sacrificio comercial son una importante fuente para la
obtencion de los ovocitos. Una vez colectados los ovocitos desde el foliculo ovarico son
colocados en medios para la maduracion citoplasmatica y nuclear In vitro. El proceso de
maduracion capacita al ovocito para la fecundacion (Gonzélez, 2001), siendo determinada
por los cambios que se producen a nivel de citoplasma y nucleo del ovocito. Los cambios
mas evidentes y tipicamente evaluados son los signos de maduracion nuclear (ruptura de la
vesicula germinal, GVBD); desaparicion del nucléolo y la subsecuente condensacion de los
cromosomas, y; extrusion del primer cuerpo polar hacia el espacio perivitelino. La
maduracion nuclear (Mll) se alcanza entre las 18-24 horas después de iniciada la MIV.

El objetivo final de los programas de MIV y FIV es la produccion de embriones de alta
calidad, los cuales puedan tener la capacidad de producir una gestacion normal y nacidos
vivos después de la transferencia a las receptoras. En las condiciones de nuestro pais, aun
no hay un desarrollo de la Fecundacion In Vitro y los escasos reportes se limitan a

informaciones no cientificas sobre el uso de esta técnica.

La seccién de Biotecnologia reproductiva del Laboratorio de Reproduccion Animal tiene
como uno de sus objetivos contribuir al desarrollo de la Fecundacion In vitro, por lo que un
primer paso es evaluar las diferentes variables y factores que puedan contribuir al éxito de la



técnica, como el uso de suplementos de facil acceso y reducido costo, en d medio de

maduracion, sin afectar la eficiencia de los resultados, por lo que plantea el siguiente estudio
con los objetivos siguientes:

a) Estimar la eficiencia de tres diferentes suplementos de macromoléculas (PVP, PVA 'y
BSA) comparado al SFB; usado en el medio de maduracién de ovocitos.

b) Determinar la tasa de divisién y posterior desarrollo embrionario de los ovocitos

sometidos a los diferentes suplementos de macromoléculas (PVP; PVA y BSA) y al
Suero Fetal Bovino.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Fisiologia de lareproducciéon bovina

La hembra bovina es un animal poliéstrico anual (cicla todo el afio). Cada ciclo dura 21 + 4
dias y el celo 6 a 18 horas. La ovulacion tiene lugar 24 a 30 horas después de comenzado el

estro.

2.1.1 Dinamica folicular en la vaca

Al igual que las otras especies de mamiferos, al nacimiento solamente se encuentran en el
ovario ovocitos |, es decir células germinales cuya meiosis iniciada en el periodo prenatal se
encuentra detenida en la profase de la primera division meiética, en el estado denominado
diploteno. Los ovocitos |, rodeados por un epitelio plano de células granulosas, toman el
nombre de foliculos primordiales. Las terneras al nacimiento poseen una dotacion de
foliculos primordiales, que varia entre 42 000 y 325 000, pero a los 10 - 15 afios este nimero
se reduce a 1 000 - 5 000 (Erickson, 1966).

Un estudio de Gong y col, (1995) ha demostrado que los estadios iniciales de desarrollo del
foliculo en la vaca (cuando los foliculos son < 4 mm de diametro) son independientes del

soporte gonadotrépico. Sin embargo, la FSH se necesita para el posterior desarrollo folicular
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(de los 4mm a los 9 mm) y los pulsos de LH son indispensables para el desarrollo folicular
mas alla de los 9 mm de diametro. Factores tales como la nutricion pueden influir, también,
en el reclutamiento folicular en la vaca. En Edimburgo, por ejemplo, Gutiérrez y col, (1995)
fueron capaces de demostrar que la nutricién estimulé la aparicion de cambios significativos
en el numero de pequefios foliculos. Por otra parte, otros investigadores han demostrado
que la condicién corporal del ganado vacuno puede influir en el mantenimiento de una
primera onda persistente del foliculo dominante (Burkey col, 1995).

Por ultrasonografia transrectal, se demostré que el modelo de ondas de crecimiento folicular
comienza ya a las dos semanas de edad Evans y col, 1994). Es decir que es posible
observar el crecimiento folicular gonadotréfico independiente en hembras prepuberes. La
sucesion recurrente de ondas foliculares, se produce a lo largo del tiempo, en diferentes
estados fisioldgicos como el periodo prepuberal, ciclo sexual, prefiez y el periodo posparto.
Las ondas se desarrollan al azar en los dos ovarios, salvo en la prefiez y el posparto
temprano en donde la presencia del cuerpo lateo de prefiez determina el reclutamiento
solamente en el ovario contralateral.

Las observaciones ultrasénicas han confirmado, de forma rotunda, que el desarrollo folicular
ovarico, durante el ciclo estral bovino, ocurre en forma similar a las ondas, normalmente tres,
algunas veces dos y raramente cuatro ondas de crecimiento y regresion folicular (Pierson y
Ginther, 1987; Sirois y Fortune, 1990; Fortune, 1993; Webb y col, 1995); el modelo mas
comun parece ser el de tres ondas (Ginther y col, 1989).

En el crecimiento y desarrollo del foliculo destinado a la ovulacion, en la vaca, parecen
intervenir dos procesos. El primero es el reclutamiento folicular, que da por resultado el
desarrollo de una cohorte de foliculos a partir de donde emerge el foliculo dominante. El
segundo proceso es precisamente la seleccion del foliculo, que luego se hace dominante y
continba hacia la ovulacién, mientras que otros regresan. El tiempo de la seleccion del
foliculo no parece coincidir con una significativa disminucién de la concentracién de FSH.
Los diametros de los primeros y los segundos foliculos méas grandes muestran diferencia de,
al menos 5 dias antes de la ovulacion, posteriormente divergen; esta divergencia parece
representar al foliculo dominante. Los otros grandes foliculos comienzan a sufrir atresia al
tiempo en que el foliculo destinado a ovular se hace dominante (Gordon, 1999).



Una onda folicular puede ser dividida en tres fases: a) fase de crecimiento a partir de
foliculos de mas de 4 mm, b) fase estatica o de mantenimiento con foliculos dominantes
iguales o0 mayores a 7 mm y c) fase de regresion con foliculos de igual tamafio que en la fase

estatica, pero que al no culminar la ovulacion, tienden a disminuir (Bravo y col, 1990).

Cada onda folicular recluta entre 5 a 20 foliculos (Adams y col, 1992) que han adquirido
competencia meiotica por medio de un pico secundario de FSH que necesita un umbral de
concentracion que varia entre animales y foliculos. Ademas se inicia la expresion y actividad
de la aromatasa, inhibinas, activinas y Pysoscc €n células de la granulosa. Caracterizada por
la aparicion, a partir de un conjunto de foliculos en crecimiento, de un foliculo “dominante”
gue continla creciendo a la vez que suprime el crecimiento de los foliculos mayores a 4 mm
de diametro (Savio y col, 1993). La ‘ventana de reclutamiento” momento de la emergencia
folicular, es de 2 dias en el bovino. Los foliculos antrales pequefios en el bovino que llegan a
un tamafio de 0,2 mm, tienen una primera etapa de crecimiento hasta 4 mm, con
proliferaciéon de las células de la granulosa regulada por factores de crecimiento (regulacién
paracrina); una segunda etapa de 4mm a 9 mm dependiente de la FSH y factores de
crecimiento en los que se inicia la expresion y actividad de la 3 3 HSD y la 17 a hidroxilasa
en células de la granulosa y teca interna; una tercera etapa de 9 mm a tamario pre-ovulatorio
(10 - 20 mm) dependiente de la LH, factores de crecimiento y concentraciones basales de
FSH (Watson y col, 2004). Los foliculos mayores de 10 mm son capaces de ovular (foliculo
estrogeno activo) en presencia de niveles basales de progesterona. Los foliculos antrales
pequefios de 0,2 mm requieren 40 dias para llegar al estado pre-ovulatorio.

2.1.2 El foliculo dominante

Durante el ciclo estral de la vaca aparecen dos o tres ondas de desarrollo folicular y el final
del ciclo estral se caracteriza por la emergencia del foliculo dominante, un hecho que
coincide con la marcada disminucion de la concentracion de la progesterona, a medida que
regresa el cuerpo lateo (Gordon, 1999).

No se conocen bien los factores que conducen a la dominancia de un simple foliculo en la
vaca, y el mecanismo que suprime el crecimiento de los foliculos subordinados. Por otro
lado, se sabe que el foliculo dominante produce una cantidad de factores que controlan la
ovulaciéon para asegurar que so6lo una progresara hasta la ovulacién. Puede ser que el

aumento de la actividad aromatasa, por parte del foliculo dominante, en el momento de
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establecer su dominancia, juegue un papel importante en la supresion de los foliculos
subordinados (Badinga y col, 1991).

Han sido varios los autores (Pursley y col, 1993; Savio y col, 1993; Sonego y col, 1994,
Driancourt, 1995; Mihm y col, 1995 a y b; Ireland y col, 1995) que han estudiado el papel que
tiene los esteroides, la inhibina y otros péptidos, en el crecimiento y regresion de los foliculos
bovinos. Los cambios de las concentraciones periféricas de progesterona son de los mas
importantes. Se piensa que el mayor desarrollo del foliculo dominante de la primera onda,
comparado con las siguientes ondas anovulatorias, es el resultado de una menor
concentracién de progesterona, que opera durante su fase de crecimiento. También es
evidente que la exposicidn a bajos niveles circulantes de progesterona, al final de la fase de
crecimiento, conduce al mantenimiento continuo del crecimiento del foliculo dominante.

2.1.3 Ovulacién en lahembrabovina

Se define como ovulacion la culminacion de una serie de mecanismos complejos
desencadenados por la elevacion de LH o LH-FSH segun la especie, que como resultado,
produce la expulsion del ovocito Il del foliculo preovulatorio. En bovinos, una vez que el
foliculo dominante ha alcanzado un tamafo pre-ovulatorio y no existe efecto inhibitorio de la
progesterona circulante secretada por un cuerpo llteo, se produce la ovulacién. Los sucesos

de ovulacion abarcan cambios bioquimicos, fisioldgicos y morfoldgicos.

Los procesos que ocurren durante la ovulacion han sido descritos por tres mecanismos
diferentes. El primer mecanismo propuesto fue el de la presion intrafolicular. Esta teoria ha
sido descartada desde que ha sido posible medir la presion intrafolicular, ya que la misma
permanece constante en el momento de la ovulacion (15-20 mmHg).

Actualmente los mecanismos mas aceptados son la contraccion muscular y el mecanismo
bioquimico. La primera se basa en la presencia de células musculares lisas en la teca
externa. Sin embargo, Espey (1994) determiné que la contraccién se produciria por las fibras
de colageno y no por fibras musculares. También es posible que la contraccion observada
sea producida por contracciones espasmodicas de la musculatura lisa de los vasos
sanguineos ovaricos producidos como respuesta al estimulo producido por la PGF,,. Si bien
este mecanismo podria estar colaborando en la ovulacién, no es la causa principal de

expulsion del ovocito. Sin duda, la teoria que mejor explicaria los mecanismos involucrados
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en la ovulacion es la teoria bioquimica, la cual pone en evidencia la importancia de las
enzimas proteoliticas y los cambios vasculares (Tsafriri y Chun, 1996).

Los experimentos iniciales que respaldan la importancia de las enzimas proteoliticas en el
proceso de la ovulacion, fueron realizados por Espey y Lipner en 1994. Inyectando enzimas
proteoliticas directamente en la cavidad antral de foliculos pre-ovulatorios, lograron
desencadenar cambios morfologicos similares al proceso ovulatorio. ElI aumento pre-
ovulatorio de la LH aumenta la expresion de las enzimas proteolitcas y sus factores
inhibitorios permitiendo que la ovulacion sea un proceso controlado. Por un lado, la plasmina
aumenta a través de la activacion del plasmindgeno. La procolagenasa se activa en
colagenasa rompiendo el colageno de la teca externa y disminuyendo la tensién de la pared
folicular. La plasmina aumenta tanto en las células granulosas como en las células tecales
por estimulo de la LH, pero la regulacién en uno y otro tipo celular es diferente, sirviendo
como control en la degradacion del foliculo. A medida que se suceden los cambios de
degradacion del tejido conectivo se produce la formacion del estigma en el apice folicular. El
estigma es la zona mas delgada de la pared folicular por donde se liberara el ovocito en el
momento de la ovulacion.

Las prostaglandinas (PG), tromboxanos y lipoxidasas, son acidos grasos derivados del acido
araquidonico que pertenecen a los eicosanoides. La PGF,, y PGE, intervienen en la ruptura
de la pared folicular a través de la liberacion de las enzimas contenidas en los lisosomas y
en cambios vasculares. La administracion de inhibidores de la sintesis de PGF,, como la
indometacina bloquea la ruptura de la pared folicular. Los tromboxanos aumentan su
expresion en foliculos pre-ovulatorios. Su accion es antagonica al efecto producido por las
prostaglandinas a nivel vascular, logrando que la ovulacién sea un proceso autocontrolado.
Las lipoxidasas medidas por radioinmunoensayos muestran un incremento como respuesta a
la LH, pero la inhibicién farmacoldgica de las mismas facilita el proceso de ovulacion. Queda

aun por determinar la funcion de las mismas (Tsafriri y Chun, 1996).

La LH produce un aumento en la secrecién de progesterona al producirse un cambio en la
esteroidogénesis. El colesterol comienza a convertirse en pregnenolona en lugar de
estradiol. Inhibidores de la sintesis de la progesterona bloquean la ovulacién, pero no se
conoce el rol.



Los cambios vasculares comprenden un aumento en el flujo sanguineo como respuesta al
aumento de las PG y el sistema renina-angiotensina y una disminucion en la resistencia
vascular, por las bradiquininas y radicales libres de oxigeno, llevando a una hiperemia
(Tsafriri y Chun, 1996). La ovulacion, por lo tanto, es un proceso dinamico donde se produce
ruptura de la pared folicular por la activacion de enzimas proteoliticas y cambios vasculares.
Los cambios en el aumento de la irrigacion y en la produccion del edema han levado a
comparar el proceso de la ovulacion con un proceso inflamatorio (Espey y Lipner, 1994).

2.1.4  Funcion, regulacion y regresion del cuerpo luteo

Las células de la granulosa producen progesterona a medida que se luteinizan. La FSH
comienza a aumentar luego del dia 0 (dia de la ovulacion).

El desarrollo del cuerpo luteo (CL) abarca en la vaca del dia 5 al 10 pos-ovulacion. La LH
acta manteniendo la funcionalidad del CL. Pero no seria el Unico factor luteotr6pico, sino
gue ademas actuarian otros factores, ya que el tratamiento con antagonistas de GnRH, si
bien produce disminucion en la secrecion de progesterona, no produce lutedlisis completa

como se observa en ovinos y bovinos (Wang y Roy, 2004).

El Mantenimiento del cuerpo luteo se produce debido a la alta afinidad de los receptores de
LH de las células Iluteales, permiten que el CL se mantenga activo pese a las
concentraciones bajas de esta hormona durante el diestro. En la yegua este periodo abarca
del dia 5 al 14 y en la vaca del dia 10 al 17.

En ausencia del reconocimiento materno de la prefiez, se produce la regresion del CL
alrededor del dia 16-17 en la vaca. El Utero es el érgano que determina la regresion del CL a
través de la secrecion de la hormona luteolitica prostaglandina F2a (PGF2a). En la vaca,
oveja y yegua el Utero y ovario son drenados por la vena Uterc-ovarica. En la oveja y vaca la
arteria ovarica se enrolla sobre la vena Utero-ovérica y este contacto permite la llegada
directa de la PGF2a al ovario (Ginther y Del Campo, 1973).

Ademas de la PGF2a otras hormonas participan de la lisis del CL. Los estr6genos tienen un
efecto positivo sobre el Utero en su habilidad de liberar PGF2a. Pero al igual que en los
rumiantes, es necesario que la progesterona haya actuado previamente sobre las células

endometriales. Los estrégenos tienen un feedback positivo sobre ellos mismos al aumentar
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sus propios receptores en endometrio; ademas producen el aumento de los receptores para

oxitocina.

En rumiantes el CL esta formado por células de la granulosa y teca interna. Posee
receptores para oxitocina y para estradiol (Kimball y Hansel, 1974), sugiriendo que los
estrogenos tendrian una accion directa sobre la lisis del CL. La PGF2a en estos animales,
actuaria sobre el CL por dos mecanismos. Por un lado, estimula a las células luteales
grandes a secretar oxitocina, produciendo un mecanismo de retroalimentacién positiva al
estimular la liberacion de mas PGF2a por parte del endometrio. El segundo mecanismo
consiste en regular directamente su propia sintesis estimulando a las células tecales a
producir PGF2a (Silvia, 1999). Este Ultimo mecanismo se encuentra activo en el CL del
bovino a partir del dia 5. Esto explicaria por qué una sola inyeccién de PGF2a antes del dia 4
no produce lutedlisis pero dosis repetidas o una sola inyeccién a partir del dia 5 si produce la
regresion del CL (Tsai y Wiltbank, 1998). El endometrio sintetiza oxitocina, positivamente la

secrecion de PGF2a (Vanderwall y col, 1998)

2.2 Maduracion del ovocito

2.2.1 Ovogénesis y Foliculogénesis

La ovogénesis es el proceso de desarrollo y formacion del ovocito. En la mayoria de
mamiferos, los gametos (ovocitos y espermatozoides) se originan mediante el proceso
conocido como gametogénesis. Durante la vida embrionaria las gonadas se desarrollan
como dos eminencias o protuberancias a lo largo de la porcién ventral del mesonefros,
denominados pliegues o crestas genitales o gonadales. Las células primordiales, que se
originan en la pared del saco vitelino cerca del alantoides, emigran por movimientos
ameboides siguiendo el mesenterio dorsal del intestino posterior alcanzando la génada
indiferenciada. En la gbnada genéticamente femenina, estas células penetran en el
mesénquima subyacente, rodeadas de cumulos celulares aislados diferenciandose en
ovogonias (Sadler, 1996; Van Der Hurk y col, 1997).

En los mamiferos las células germinales primordiales, al igual que las ovogonias, entran en
un periodo de actividad mitdtica que se completa generalmente durante la vida fetal en los
rumiantes (Hirshfield, 1991; revisado por Van Der Hurk y col, 1997). El nimero de divisiones

mitdticas que ocurre durante el desarrollo embrionario es especie-especifico. Las ovogonias
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se diferencian en ovocitos primarios cuando comienzan la meiosis. En el bovino se observan
figuras meidticas a partir del dia 82 de gestacion.

La meiosis se detendra en dos momentos especificos: alrededor del nacimiento y en la
ovulacién y solo se completara totalmente al producirse la fecundacion del ovocito. El
proceso meidtico consta de dos divisiones denominadas meiosis | y meiosis Il, divididas cada
una a su vez en 4 fases: Profase, Metafase, Anafase y Telofase.

Las células pre-granulosas, derivadas del epitelio ovarico (Sawyer y col, 2002) se diferencian
en células granulosas, rodeando a los ovocitos primarios quedando asi formados los
foliculos primordiales. Estos se caracterizan histolégicamente por el ovocito primario
detenido en la profase de su primera division mei6tica (diploteno) rodeado por una capa
plana de células de la granulosa. Estos foliculos forman la reserva gametogénica o
“poblacion de foliculos de reserva” que una hembra va a utilizar en toda su historia
reproductiva; localizados en una posicion mas cortical dentro del ovario (revisado por Van
Der Hurk y col, 1997). Es a partir de esta poblacién “estatica y durmiente” que se origina toda
la poblacién de foliculos en crecimiento. En el bovino se ha estimado la presencia de 42.00-
325.000 foliculos primordiales. La mayoria se atresian antes de adquirir las condiciones de

foliculo pre-ovulatorio.

El foliculo es la unidad estructural y funcional de los ovarios. La foliculogénesis se define
como el proceso de formacion, crecimiento y diferenciacion folicular. Abarca desde el estadio

de foliculo primordial hasta el de foliculo pre-ovulatorio.

Las células planas de la granulosa antes de comenzar a dividirse por mitosis se diferencian
en una capa de células de forma cubica que rodea al ovocito primario. Cuando esto sucede
los foliculos se clasifican en foliculos primarios. En esta etapa el ovocito comienza a
rodearse de una capa celular amorfa de glicoproteinas denominada zona pellcida. Las
células de la teca interna comienzan a rodear por fuera a las células de la granulosa. Las
células de la granulosa aumentan de tamafio y nUmero y se denomina foliculo secundario al
ovocito primario rodeado por varias capas de células de la granulosa. Las células tecales se
diferencian en una capa externa y otra interna rodeando por fuera a las células de la
granulosa. Hasta este estadio los foliculos se clasifican en preantrales debido a que adn no
se ha formado la cavidad antral.
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Los foliculos terciarios o foliculos antrales se caracterizan histolégicamente por la presencia
de la cavidad antral y por estar rodeados de varias capas cubicas de células de la granulosa
gue comienzan a secretar un trasudado que se denomina liquido folicular, que al acumularse
produce un reordenamiento de las mismas en células del cimulo y murales. Este trasudado
comienza en el equino en foliculos de 0,2 a 0,4 mm. En este estadio las caracteristicas
histol6gicas son la presencia de la teca interna constituida por tejido conectivo y la teca
externa formada por una capa de colageno atravesada por capilares con miofibroblastos
diferenciados de los fibroblastos del estroma. A nivel molecular se caracterizan por una
mayor expresion de receptores para FSH en las células de la granulosa. Los foliculos
terciarios se clasifican en dominantes y subordinados. Los foliculos dominantes, a diferencia
de los subordinados, expresan en las células de la granulosa ademas de los receptores para
FSH, receptores para LH.

Los foliculos pre-ovulatorios o foliculos De Graaf, en honor a quien fuese el primer cientifico
en examinar ovarios humanos en 1672, tienen la capacidad de responder al estimulo de la
LH produciendo cambios morfolégicos y bioquimicos que finalizaran reiniciando la meiosis y
desencadenando la ovulacién. Todos estos cambios se desarrollaran méas adelante al
describir los mecanismos implicados en la ovulacion. En la yegua elfoliculo pre-ovulatorio es
mayor a 35 mm (Ginther, 1992) en la vaca entre 10 a 20 mm (Watson y col, 2004) y en la
llama entre 10 a 18 mm (Chaves y col, 2002).

2.2.2  Activacion folicular, crecimiento y maduracion del ovocito

La activacion folicular se divide en dos etapas diferentes. La primera se denomina activacion
inicial y la segunda activacion de foliculos antrales. La inicial abarca la diferenciacion de
foliculos primordiales hasta foliculos terciarios. Esta segunda fase de activacion tiene
caracteristicas muy diferentes a la primera ya que requiere niveles elevados de FSH. Con el
inicio del desarrollo folicular, se producen en el ovocito una serie de cambios fisiolégicos que
lo capacitan para k| fecundacion y posterior desarrollo embrionario (Leibfried-Rutledge y col,
1987). Este proceso puede dividirse en dos fases: crecimiento y maduracion del ovocito.

La maduracion del ovocito comprende un periodo inicial de crecimiento y, un periodo final de
preparacion nuclear y citoplasmica. Normalmente se reinicia la meiosis antes de la oleada
preovulatoria de gonadotropinas, lo cual suprime la produccion del factor inhibidor de la

meiosis de las células de la granulosa. El reinicio de la meiosis (maduracion nuclear) es sélo
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un aspecto de la maduracién del ovocito; y como segundo aspecto también debe ocurrir la
maduracion citoplasmatica (Hafez y Hafez, 2000).

2.2.2.1 Maduracién nuclear

En el ovocito, la maduracion del nicleo es un proceso necesario que le permite reducir la
carga cromosOmica de la especie exactamente a la mitad, convirtiéndose en una célula
haploide, asi, cuando los dos gametos (ovocito maduro y espermatozoide) se fusionan en la

fecundacidn, se restablece el nimero diploide de cromosomas en el embridn.

Al inicio de la fase de maduracion, el ndcleo del ovocito primario (inmaduro), se encuentra
bloqueado en la profase (dictiotene) de la primera division meidtica, estadio de la vesicula
germinal (VG). Tras alcanzar la madurez sexual y en respuesta a la elevacion pre-ovulatoria
de la hormona luteinizante (pico LH), el ovocito primario del foliculo dominante reinicia el
proceso de division meidtica. Durante el proceso de maduracion, la cromatina contenida en
el nucleo del ovocito inmaduro o vesicula germinativa esta dispersa, y usualmente se
encuentra acompafada de un nucléolo (Gordon, 1994). H colapso de la vesicula germinal
involucra la condensacién de la cromatina en pares, con pérdida de nucléolos y membrana
nuclear, ocurriendo la diacinésis 16 horas después de haber iniciado el cultivo de ovocitos
porcinos, de 5 a 6 horas en bovinos y de 3 horas en conejas (Thibault, 1977).

Sato y col. (1982) observaron la metafase | en ovocitos de cerdo entre 20 y 24 horasy 12
horas en bovinos después de haber iniciado el cultivo In vitro, completandose la maduracion
nuclear cuando se alcanza la metafase Il y la expulsion del primer cuerpo polar se lleva a
cabo. En general, el 80% de los ovocitos alcanzan la maduracion 24 h después de iniciar el
cultivo In vitro (Gordon, 1994).

Los cambios que ocurren dentro del citoplasma y en la zona pellicida (ZP),
concurrentemente con cambios nucleares, son necesarios para continuar con el desarrollo.
La maduracién In vivo no tiene tugar en sincronia precisa, cuando son ovocitos provenientes
del foliculo de diferentes tamafos (Brackett, 1988). Las fases finales de la ovogénesis,
ocurren antes de la ovulacion y consisten en la pérdida de la membrana nuclear,
desaparicién de los nucléolos, condensacién de los cromosomas, formecion del huso de la
primera divisiébn meidtica y expulsién del primer cuerpo polar, ocurriendo todo esto bajo la

influencia de las gonadotropinas hipofisiarias y dentro de la proteccién de la corona radiada
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(Hardy y col, 1991). Motlik y Fulka, (1981), citados por Brackett, (1985) afiirman que la
habilidad para que los ovocitos reanuden la meiosis depende significativamente del estado
de desarrollo folicular, siendo los ovocitos provenientes de los foliculos pre-ovulatorios los

mas competentes para completar la maduracién nuclear en cultivo.

La maduracion ovocitaria es indispensable para el inicio y desarrollo embrionario. Esta se
define como el reinicio de la meiosis completandose la primera division meio6tica, con la
expulsion del primer cuerpo polar y la progresién de MIl, permaneciendo asi hasta el

contacto con los espermatozoides (Rodriguez y col, 2004).

2.2.2.2 Maduracion citoplasmaética

La maduracién del ovocito implica ademas de los cambios nucleares, otra serie de cambios a
nivel del citoplasma y de sus membranas, que aunque no son tan evidentes, poseen una

gran influencia sobre la fecundacion y futura capacidad de desarrollo de los ovocitos.

La maduracion citoplasmatica puede definirse como una serie de cambios a nivel
citoplasmatico que le confieren al ovocito maduro la habilidad para que se produzca la
correcta decondensacion de la cromatina del espermatozoide y la posterior formacion de los
pro-nucleos tras la penetracibn espermatica, asi como también la adquisicibn de
competencia citoplasmatica para soportar el desarrollo embrionario temprano (Prather y Day,
1998; Mermillod y col, 1999).

La induccion de la maduracion citoplasmatica requiere de esteroides, sintesis de proteinas
intrafoliculares y posiblemente de AMPc, como mediador de la accion de las gonadotropinas.
Esto ocurre de 6 a 8 loras, después de haber iniciado la actividad biosintética (Lambert y
col, 1986). Gordon y Lu, (1990) afirman que la maduracion citoplasmética, involucra la
migracién de los granulos corticales de su sitio de formacion en el aparato de Golgi, hacia la
periferia del citoplasma. Aparentemente la maduracion de los granulos representa una
importante caracteristica de la maduracién funcional. Durante el estado final de maduracién
del ovocito bovino, la regién cortical llega a convertirse en un organelo relativamente libre,
con la excepcion de los granulos corticales subyacentes a la zona pellcida y los agregados
al reticulo endoplasmico liso (Gordon y Lu, 1990; Ling y Lu, 1990). Shioya y col, (1988)
encontraron que lafertilizacion y el desarrollo normal del ovocito es posible, si este al menos,

ha alcanzado el estadio de tétrada en la primera divisidon meiética In vivo y que este potencial
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de desarrollo se incrementa significativamente si los ovocitos alcanzan la segunda metafase
meidtica In vivo.

La sintesis de RNA ha sido demostrada en vesiculas germinales colapsadas en ovocitos de
cerdos cultivados. Una correlacion temporal de cambios en la sintesis de polipéptidos con
cambios especificos en la maduracion nuclear ha sido reportada en ovejas y cerdos (Warnes
y col, 1977). Van Blerkom y Mc Gaughey, (1978) reportaron haber observado cambios en la
sintesis de proteinas entre las 9 y 14 foras después del estimulo de la LH, cuando los
ovocitos de ovejas fueron madurados In vivo o en foliculos mantenidos In vitro pero

conteniendo aldn ovocitos.

La maduracion citoplasmatica del ovocito esta formada por dos fases (Gordon, 1994):

a) Una fase inicial inductiva, que dura hasta la ruptura de vesicula germinal (germinal
vesicle break down, GVBD), durante la cual parece producirse una reorganizacion de
los elementos somaticos del foliculo (células del cumulus, etc.), y en la cual los
cambios estructurales y sintéticos son muy pocos.

b) Una fase de sintesis, que ocurre posterior a la fase inductiva, donde la mayoria de los

componentes del ovocito se organizan.

Se ha reportado que durante el periodo que transcurre entre la GVBD y la metafase I, se
sintetizan varios factores indispensables para lograr una fecundacion normal. En este sentido
de ha mencionado el factor de crecimiento del pro-nucleo masculino (male pronucleus

development factor, SPDF) (Yanagimachi, 1981).

Durante la maduracion citoplasmatica del ovocito se producen una serie de cambios
importantes a nivel estructural y molecular que se han estudiado detalladamente en bovinos
(Kruip y col, 1983) y en ovinos (Moor y Gandolfi, 1987). Cuando el ovocito se encuentra en el
estadio de VG, posee un citoplasma ocupado por vesiculas y elementos del reticulo
endoplasmico rugoso (RER) y mitocondrias ubicadas en la periferie. Durante la GVBD el
RER desaparece y se forman agregados de mitocondrias, gotas de lipidos y cisternas de
reticulo endoplasmico liso (REL) denominadas “unidades metabdlicas”. Al final de la
maduracion, estos agregados se distribuyen homogéneamente por el citoplasma y la
mayoria de los organulos toman una posicién en el centro del ovocito, excepto los granulos
corticales (GC) que migran y se sitian inmediatamente debajo de la membrana plasmatica

del ovocito. La localizacion periférica de estos organulos y la correcta exocitosis de su
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contenido hacia el espacio perivitelino es un evento fundamental durante la fecundacion,
para evitar la penetracion poliespérmica en los ovocitos mamiferos (Moor y Gandolfi, 1987;
Yanagimachi, 1994; Damiani y col, 1996). Otros cambios observados durante la maduracion,
es la formacién y el ensanchamiento del espacio perivitelino y la reordenacion de las

unidades metabdlicas en ovocitos bovinos ovulados (Hyttel y col, 1986 a, b).

Durante la maduracion citoplasmatica se producen también cambios en la actividad
metabdlica del ovocito, de hecho aumenta el metabolismo oxidativo a lo largo del proceso
(Rieger y Loskutoff, 1994). Asimismo, ocurren cambios en la sintesis de proteinas y
modificaciones transcripcionales de las mismas (Moor y Gandolfi, 1987). La reprogramacion
de la sintesis proteica tras la GVBD es esencial para alcanzar la maduracion meiotica,
adquirir la capacidad de decondensar el nicleo del espermatozoide que lo ha fecundado y el
posterior desarrollo del pro-nacleo. La formacion de los pro-nlcleos tras la fecundacion
requiere la prolongacion de la sintesis de proteinas por lo menos hasta el estadio temprano
de metafase Il (Ding y col, 1992), asi como también, para el desarrollo de un embrién
normal, puesto que existen evidencias que demuestran que algunas proteinas sintetizadas
durante la maduracion, permanecen en los primeros estadios de desarrollo embrionario
(Moor y Gandolfi, 1987). Los diferentes estadios del huso meiotico de ovocitos posterior al
proceso de maduracién In vitro son presentados en la Fig. 1, segun Baez y col, 2008.

2.2.2.3 Maduracion de la zona peltcida

La zona pellcida (ZP) es una glicoprote ina secretada por el ovocito durante su crecimiento, y
estd compuesta por 70% de proteinas, cuyas mejor conocidas son ZP1, ZP2 y ZP3, 20% de
bexosa, 3% de &cido sidlico y 2% de sulfato (Dale y Eider, 1997). La integridad de esta zona
durante la maduraciéon es importante porque facilita la disponibilidad de nutrientes para este
proceso (Zamboni, 1972 citado por Brackett, 1985), aportando principalmente piruvato y
oxalacetato. El rompimiento prematuro de esta capa resulta en la muerte del ovocito,
ocurriendo esto en los destinados a la atresia.

La zona pelacida es responsable de la inducciébn de la reaccion acrosémica en el
espermatozoide, intermediaria en la especificidad de especie durante la interacciéon de los
gametos (O'Rand, 1988), previene la poliespermia tras la fecundacion, bloqueando la
penetracion del ovocito por mas de un espermatozoide (Crozet y Dumont, 1984) y protege al

embrién en desarrollo previo a la implantacion (Modlinski, 1970; citado por McLeskey, 1998).
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Aunque la ZP se sintetiza durante la fase de crecimiento del ovocito, la capacidad para ser
reconocida, inducir la reaccién acrosémica y ser penetrada por el espermatozoide, se
adquiere posteriormente, hacia los estadios finales de la maduracion del ovocito (revisado
por Tribault y col, 1987). La maduracion de la zona pellGcida implica cambios en su
estructura, uno de esos cambios, es el desarrollo de numerosos poros en su cara externa,
los cuales son llenados con proteoglicanos secretados por las células del cumulos, estos
ayudaran al espermatozoide en la penetracion de la ZP (revisado por Plachot y Mandelbaum,
1990).

Durante la fase de maduracién, previo a la ovulacion, se inicia también una transformacion
en las células que rodean al ovocito, desarrollandose complejos de unién focales entre el
ovocito y las células foliculares, asi como también uniones entre estas Ultimas; estos
complejos de unién se siguen manteniendo, mientras que el area de contacto entre las
células va disminuyendo hasta establecerse finalmente la zona pelicida. Mas tarde con la
descarga del pico de LH, la prolongaciones de las células de la corona (capa mas interna del
cumulus oophorus) se alargan, lo que resulta en la dispersion de las células del cumulus y la
zona peldcida alcanza su madurez (Sz6llosi, 1993).

Brackett, (1985) menciona que Szollozi, (1978) expone que el rompimiento normal de los
poros de union o "Gap junctions", de la ZP y las células foliculares que la rodean pueden ser
necesarias para la migracion y el alineamiento de los granulos corticales a través de la
membrana celular del ovocito, despolarizada por el incremento en la permeabilidad a los
iones de potasio, lo que confirman Bondioli y Wright, (1983). Después del colapso de la
vesicula germinativa y el reinicio de la meiosis, el transporte de aminoacidos se incrementa

rapidamente.
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Estadio meidtico Descripcion Morfolégica

Se observa la presencia de nucleo intacto
rodeado por una membrana nuclear y cromatina
laxa o cromatina condensada (previa rotura de
VG).

Vesicula Germinal

Cromosomas bivalentes condensados al

Metafase | maximo en el ecuador del huso acromatico.

Los cromosomas se separan hacia los polos del

Anafase -Telofase | huso acromatico.

Cromosomas condensados en metafase y

Metafase Il extrusion del primer corpusculo polar.
Ausencia de material nuclear, citoplasma no es
Degenerados homogéneo.

@ 1" m

Figura. 1 Diferentes estadios del huso meidtico de ovocitos luego de la MIV (Baez y col, 2008)

2.3 Maduracion In vitro de ovocitos bovinos
Las secuencias detalladas de los eventos que ocurren durante el crecimiento del ovocito In

vivo deben imitarse lo maximo posible, mediante técnicas disefiadas para soportar el
crecimiento folicular y ovocitario In vitro.
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La maduracion In vitro (MIV) de los ovocitos requiere el cumplimiento de los siguientes
pasos: la recoleccion de los ovarios del centro de sacrificio, obtencién de ovocitos, seleccion
de los ovocitos y maduracion in vitro de los ovocitos.

2.3.1 Obtencidon de los ovocitos

Los ovocitos inmaduros utilizados para la maduracion In vitro pueden ser obtenidos a partir
de:
a) Ovarios de hembras vivas, mediante puncion de los foliculos por aspiracion
transvaginal
b) Ovarios a partir de hembras sacrificadas en el matadero.
c) Ovarios de hembras ovarioectomizadas.

La utilizacion de ovarios procedentes del sacrificio comercial de las hembras, es la fuente de
ovocitos mas utilizada para la MIV, FIV y CIV, ya que proporciona un mayor nimero de
ovocitos si lo comparamos con los otros sistemas, a un precio relativamente bajo. La
desventaja de este sistema es la variabilidad tanto del origen como del estado fisiolégico de
las hembras de diferentes razas, edades, condiciones de llegada al matadero, etc.,
generalmente imprevisibles y desconocidos.

2.3.2 Recoleccion de ovarios en los centros de sacrificio

La recuperacién de ovarios en el centro de sacrificio se realiza mediante la intervencion del
recolector en el inicio de la cadena de matanza. Los ovarios se obtienen de vacas o novillas
en diferentes estados fisiolégicos dentro de los 30 minutos posteriores al sacrificio de los
animales (Leibfried y First, 1979; Fukui y Sakuma, 1980; Fukui y col, 1987; Xu y col, 1987;
Sirard y col, 1988; Madison y col, 1992).

Los ovarios recogidos son colocados en un termo de transporte que contiene solucién salina
(0.9% NaCl), o soluciéon fosfato-tamponada salina (PBS). Estas soluciones contienen
generalmente, como antibidticos 25 mg/l de kanamicina, o 100 Ul/l de penicilina y 100 mg/l
de gentamicina (Sirard y First, 1988; Weimer y col, 1991; Madison y col, 1992; Fry y col,
1997). El transporte de los ovarios al laboratorio, se realiza desde los 30 minutos a las 6
horas después de la recoleccion (Sirard y First, 1988; Madison y col, 1992; Fry y col, 1997).
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Sin embargo, se ha demostrado que el mantenimiento de la temperatura durante el
transporte a 30°C es importante ya que por debajo de esta, se ve comprometida la
capacidad de maduracién del ovocito In vitro (First y Parrish, 1988).

Una vez en el laboratorio, los ovarios son lavados repetidas veces en la solucién de
transporte. Seguidamente, los ovocitos pueden ser recogidos inmediatamente, o bien, los
ovarios son olocados y mantenidos en bafio termostatico a 30°C antes de proceder a la
obtencién de los ovocitos (Sirard y First, 1988; Madison y col, 1992; Carolan y col, 1994;
Pollard, y col, 1996; Fry y col, 1997). El tiempo que media entre la obtencion de los ovarios,
el transporte al laboratorio a 30°C y la obtencion de los ovocitos puede variar entre 2y 7
horas. De este modo, el tiempo en que los ovocitos son aspirados, tiene efectos positivos en
la maduracién In vitro de los ovocitos bovinos. Asi ha podido establecerse, que la utilizacion
de 4 horas. de intervalo es considerada Optima para alcanzar elevados indices de
maduracion In vitro (Blondin y col, 1997).

2.3.3 Métodos de obtencién de ovocitos

Los ovarios obtenidos en el centro de sacrificio proceden de hembras bovinas de diferentes
edades y condiciones fisiolégicas. Estos ovarios presentan en su superficie una cantidad
variable de estructuras: foliculos, cuerpos liteos, cuerpos hemorragicos y cuerpos albicans
(Machatkova y col, 1996). Grimes e Ireland, (1986) sugieren, que la apariencia de la
superficie de los foliculos, puede ser utilizada como criterio de seleccion de los futuros

ovocitos y mejorar los indices de maduracion In vitro.

Para la obtencion de los ovocitos, se han descrito dos métodos: el método de aspiracion y el
método de diseccion.

2.3.3.1 Método de aspiracién

Consiste en la succidn de los foliculos situados en la superficie del ovario por medio de una
aguja. El diametro de la aguja utilizada es considerado importante a efectos de no dafiar los

ovocitos recogidos (Bols y col, 1996 y 1997; Fry y col, 1997).

La aspiracion de los ovocitos, se realiza mediante la succion de los foliculos con agujas 18 —

22 g unidas a jeringas estériles de 3 - 20 ml (Katska y Smorag, 1984; lwazaki y col, 1987; Lu
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y col, 1987; Takagi y col, 1992; Hamano y Kuwayama, 1993). Otros autores, utilizan agujas
16 - 19 g y presiones de succién entre 75 - 100 mmHg mediante una bomba de vacio (Bols y
col, 1996 y 1997; Fry y col, 1997).

2.3.3.2 Meétodo de diseccién

Consiste en el corte de la superficie del ovario con una hoja de bisturi estéril o un dispositivo
gue consiste en 4 a 10 hojas de acero estériles, dispuestas en paralelo a una distancia de 2
mm. entre hojas Suss y Madison, 1983; Takagi y col, 1992; Xu y col, 1992; Hamano y
Kuwayama, 1993; Stringfellow y col, 1993; Carolan y col, 1994).

El nimero total de ovocitos obtenidos por ovario, varia de acuerdo al método de recoleccién
utilizado. Estudios comparativos realizados entre el método de corte y el método de
aspiracion obtienen un mayor nimero de ovocitos en promedio por el método de corte en
comparacién al método de aspiracién. Del mismo modo, es superior la proporcién de
ovocitos considerados como aptos para ser cultivados in vitro, mediante la utilizacion del
método de corte (Hamano y Kuwayama, 1993; Carolan y col, 1994).

2.3.4  Seleccion y clasificacion de los ovocitos

Para evaluar la calidad del ovocito, diferentes autores han empleado varios criterios
siguiendo diferentes esquemas de clasificacion.

Los ovocitos obtenidos en el laboratorio son clasificados y seleccionados para ser
madurados In vitro siguiendo parametros visuales de valoracion morfologica, segun el
aspecto que presenta su citoplasma, las células del cumulus que lo envuelven y el tamafio
del ovocito. Otros métodos de seleccion empleados se basan en la morfologia del ovario, el
diametro folicular, y también el uso de una tincion vital que evalle el crecimiento del ovocito,
es el caso del test azul de cresil brillante (BCB).
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2.3.4.1 Seleccién de ovocitos

2.3.4.1.1 Seleccion segun la valoracion morfolégica de los ovocitos

La morfologia que presentan los ovocitos recogidos de los ovarios, nos brinda la posibilidad
de predecir su capacidad de reiniciar la meiosis y, dado que no se pueden realizar técnicas
invasivas que destruirian la célula, deben establecerse criterios, exclusivamente
morfolégicos, para seleccionar los gametos que garanticen un buen comportamiento en su

maduracion (Leibfried y First, 1979; Xu y col, 1986; Younis y col, 1989; De Loos y col, 1992;
Arlotto y col, 1996).

La seleccidn se efectia siguiendo dos criterios:

a) Aspecto citoplasmatico del ovocito, que segun Tsafriri y Channing, (1975) y Leibfried

y First, (1979); deben poseer un citoplasma granulado fino y uniforme, sin mostrar
espacio perivitelino ni vacuolizaciones.

b)  Aspecto y morfologia del cumulo celular que le rodee del que Leibfried y First, 1979;
Xuy col, 1987 y De Loos y col, 1992; afirman que no debe encontrarse expandido ni
disperso sino compacto y sin aglutinaciones. Laurincknig, (1992) sefialan que se
produce una mayor tasa de maduracion In vitro cuando se seleccionan ovocitos que

presentan las células se las corona radiada claramente diferenciadas del resto del
cumulo celular que rodea al ovocito.

2.3.4.1.2 Seleccion segun la morfologia del ovario

Gandolfi y col, (1997) informan que la morfologia de los ovarios, puede ser utilizada como
método efectivo de preseleccion de los ovocitos. Este estudio clasifica a los ovarios en tres

categorias de acuerdo a la cantidad y tamafio de los foliculos. Asi tenemos:

a) Categoria 1.- Ovarios con un foliculo mayor a 10 mm de diametro;

b) Categoria 2.- Ovarios con presencia de 10 foliculos de 2 a 5 mm de diametro y
ausencia de un foliculo de 10 mm de diametro y

c) Categoria 3.- Ovarios con presencia de menos de 10 foliculos de 2 a 5 mm de
diametro y ausencia de unfoliculo de 10 mm de diametro.
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Los resultados indican que los ovarios de las categorias 1 y 2 contienen ovocitos que forman
mayor proporcion de blastocistos, después de ser madurados vy fertilizados In vitro.

2.3.4.1.3 Seleccién segun el diametro folicular

Segun Motlik y Fulka, (1986), los foliculos menores de 2 mm de diametro contienen un alto
porcentaje de ovocitos incompetentes o bien atrésicos, mientras que los mayores de 10 mm
presentan un mayor niumero de ovocitos degenerados (Fukui y Sakuma, 1980). Por ello la
mayoria de los autores seleccionan foliculos antrales, de diametros comprendidos entre 2y 8
mm (Xu y col, 1987; Pavlov y col, 1992).

Por otro lado, Lonnergan y col, (1992) sefialan que los foliculos con un didmetro de entre 2y
6 mm, permiten una tasa de recuperacion de ovocitos (nimero de ovocitos obtenidos
/nimero de foliculos aspirados) aptos para el cultivo mayor que en los foliculos de mayor
tamafio.

Wurth y Kruip, (1992) sefialan que los ovocitos, procedentes de foliculos ligeramente
atrésicos tienen una capacidad normal para madurar In vitro, siempre que el cumulo y el
citoplasma no presenten signos claros de degeneracion.

2.3.4.1.4 Seleccion segun el test azul cresil brillante

Resultados aportados muestran que la tincién del complejo cumulus ovocito (COCs) de
bovinos con azul de cresil brillante antes de la MIV podria ser usada para incrementar el
ndamero de ovocitos competentes desde el punto de vista del desarrollo y actuar como
marcador de la calidad de los ovocitos en técnicas como la clonacion. La tinciéon con azul de
cresil brillante determina la actividad intracelular de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

(G6PD), que se sabe que juega un papel critico en el crecimiento celular.

2.3.4.2 Clasificacion de los ovocitos

En el afio 1979, Leibfried y First proponen el siguiente esquema de clasificacién de acuerdo
a la apariencia de las células del cumulus y del citoplasma.
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De acuerdo a la apariencia de las células del cumulus, los ovocitos se pueden clasificar en
cuatro categorias:

a) Categoria 1.- Presentan tres capas compactas de células del cumulus que los rodean
en toda su superficie;

b) Categoria 2.- Se presentan rodeados parcialmente por tres capas compactas de
células del cumulus;

c) Categoria 3.- Se encuentran rodeados por células del cumulus expandidas y

d) Categoria 4.- Ovocitos denudados.

De acuerdo a la apariencia del citoplasma, los ovocitos se pueden clasificar en tres
categorias:

a) Categoria 1.- Presentan citoplasma granulado, homogéneo y que llena
completamente el espacio delimitado por la zona peltcida;

b) Categoria 2.- Presenta citoplasma granulado no homogéneo, (periferia clara y
centro oscuro) y que llena completamente el espacio delimitado por la zona pellcida
y

c) Categoria 3.- Presentan citoplasma vacuolado, fragmentado y que no llena
completamente el espacio delimitado por la zona pellcida.

Aquellos ovocitos que con tres 0 mas capas compactas de células del cumulus que lo rodeen
y citoplasmas homogéneos, se clasifican como aptos y se seleccionan para maduracion In
vitro. Por el contrario, aquellos que se presentan rodeados por menos de tres estratos de
células del cumulus; cumulus no compacto y citoplasmas heterogéneos o picnéticos se
clasifican como no aptos y son descartados para maduracion In vitro (Xu y col, 1986; Shioya
y col, 1988; Madison y col, 1992). Mochizuki y col, (1991) demuestran que los ovocitos
completamente rodeados por células del cumulus presentan mejores indices de fertilizacion
en comparacién a los denudados. También sefialan que en los ovocitos denudados, existe
un endurecimiento de la zona pellicida, ademas de una incompleta maduracion
citoplasmatica, debido a la desconexion existente entre el citoplasma y estas células. Ball y
col, (1984) informan que la maduracién final del citoplasma debe ocurrir simultaneamente
con la maduracion nuclear del ovocito. Del mismo modo, pudo demostrarse que las células
del cumulus que rodean al ovocito inmaduro, cumplen un rol central no solamente en la
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maduracion nuclear sino también en la citoplasmatica (Shioya y col, 1988; Sirard y col, 1988;
Fukui, 1990).

235 Maduraciéon In vitro

2.3.5.1 Factores implicados en la maduracion

2.3.5.1.1 Medios de cultivo

Para la maduracion In vitro de los ovocitos se utilizan diferentes medios de cultivo (Ham's F-
10 y Ham's F-12, Krebs Ringer Bicarbonato modificado, TCM-199, MEM, Tyrodes y
Waymouth MB752/1). Todos ellos presentan en su composicion una mezcla de sales
inorganicas, vitaminas, aminoacidos, glucosa, piruvato de sodio, hipoxantina, timidina y rojo
fenol como indicador. En dichos medios, los componentes varian en diferentes proporciones
de sus componentes. A pesar de la amplia variedad de medios descrita, el mas utilizado es
el TCM - 199 (Tissue Culture Medium 199; Wright y Bondioli, 1981; Phillips, 1988; Leibfried-
Rutledge y col, 1989; Gliedt y col, 1996 ay b).

2.35.1.2 Suplementacion del medio de cultivo

Segun el trabajo de revision realizado por Brackett y Zuelke, (1993) esta claramente
establecido, que el medio de cultivo empleado para la maduracién In vitro de los ovocitos

influye significativamente en las tasas de fertilizacion In vitro.

a) Macromoléculas

El desarrollo de estrategias para mejorar la eficiencia en la produccion de embriones
bovinos es auln desconocido. Entre varios factores asociados con el medio de cultivo y
métodos que influyen su procedimiento, gran importancia han tomado los suplementos de

macromoléculas.

Los suplementos de macromoléculas que son frecuentemente empleados en la produccion
In vitro de embriones son la albumina sérica bovina (BSA) y el suero fetal bovino GFB).
Estos suplementos con particulas coloides que facilitan el transporte de fluidos a través de
membranas bioldgicas (Webster, 1982) y mejoran la maduracién y el desarrollo embrionario
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(Carolan y col, 1995). BSA y SFB actian como quelantes de iones de metales pesados,
barrera de pH, como surfactantes y reaccionan con especies oxigeno dependientes (Orsi y
Leese, 2004; Stein, 2007). Estos elementos, favorecen la expansiéon de las células del
cumulus y la produccion de diversos factores que promueven el reinicio de la meiosis
granulosa Fukui y Sakuma, 1980; Eppig y col, 1983; Fukui y Ono, 1989; Sambussho y
Threlfall, 1989; Lee y col, 1996). BSA también incrementa intracelularmente los aminoacidos
libres luego de la hidrolisis (Orsi y Leese, 2004) y posee mas de 1 000 diferentes
componentes, incluido factores de crecimiento y hormonas (Stein, 2007). Debido a esas

caracteristicas, es dificil obtener un apropiado sustituto para BSA y SFB en cultivo.

Sin embargo como BSA y SFB son productos de origen animal: i) Su composicion no es del
todo conocida, ii) Presentan gran variacion entre fabricantes y lotes (Mckiernan y Bavister,
1992) vy iii) Existe riesgo de transmision de enfermedades (Krisher y col, 1999). Por tanto el
medio de cultivo suplementado con BSA y SFB es semidefinido o indefinido en composiciéon
y contribuye la variabilidad del sistema de cultivo y en la obtencion de resultados (Bavister,
1995; Krisher y col, 1999).

Asi, apuntando a estandarizar los procedimientos de desarrollo embrionario In vitro y evitar la
transmision de patdgenos; sintéticos y definidas fuentes de suplementos son usados con
frecuencia incluyendo el polivinil alcohol (PVA; Fukui y col, 2000), polivinil pirrolidona (PVP;
Chung y col, 2007), Ficoll (Kuleshova y col, 1999) y reemplazos séricos, como sustituto
sérico sintético (Sagirkaya y col, 2007) y KnockoutSR (Moore y col, 2007). De todos los
mencionados, PVA y PVP son las macromoléculas sintéticas mas usadas en el medio de
cultivo para reemplazar a BSA'Y SFB.

Ficoll es un polisacarido usualmente empleado en soluciones de vitrificacion (Checura y
Seidel, 2007). KnockoutSR es una fuente de proteina, su férmula definida es protegida por el

fabricante, pero no contiene suero en su composicion (Goldsborough y col, 1998).

El suero que es el suplemento de macromolécula mas usado para la MIV, puede ser
efectivamente reemplazado por BSA, PVA, PVP vy Ficoll sin deficientes efectos en el

desarrollo embrionario temprano.
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b) Hormonas

En el foliculo ovarico en crecimiento, se producen cambios regidos por la seleccién y
actuacion de las gonadotropinas, esteroides, factores de crecimiento y otras moléculas.
Cada una de ellas, individual o colectivamente, actian para conseguir la correcta
maduracion del ovocito. La suplementacion del medio de maduracion de ovocitos bovinos
con gonadotropinas y esteroides, ha demostrado tener un efecto mas en la maduracion de

los ovocitos In vitro en todas las especies (Leibfried y First, 1980; First y Parrish, 1987).

i) Gonadotropinas

La adicion de gonadotropinas aumenta las tasas de maduraciéon In vitro ya que mejora la
maduracién nuclear y la expansion del cumulo en diversas especies animales: Hamster
(Gwatkin y Andersen, 1976), coneja (Thibault y Gerard, 1973), oveja (Moor y Trounson,
1977), cerda (Yoshida y col, 1992) y vaca (Thibault y col, 1975; Fukushima y Fukui, 1985;
Zuelka y col, 1989).

La hormona luteinizante (LH) ha demostrado tener efectos positivos en los sistemas de
maduracion In vitro. Shalgui y col, (1979) indican que la LH mejora la maduracion
citoplasmica del ovocito; Zuelke y Brackett, (1990) sefialan que la proteina de LH, en el
medio de cultivo In vitro, provoca una mayor oxidacion mitocondrial de la glucosa, en los
ovocitos bovinos, lo cual favorece la maduracion de los mismos. Uno de los mecanismos por
los cuales la adicion de la hormona LH a los medios de cultivo, favorece la tasa de ovocitos
madurados In vitro, es el incremento de la energia disponible para el ovocito en el medio

ambiente de cultivo (Brackett y Zuelke, 1993).

La hormona foliculo estimulante (FSH) también ha demostrado inducir la maduracion en
ovocitos de rata (Tsafriri, 1978), coneja (Thibault y Gerard, 1973) y vaca (Hensleig y Hunter,
1985; Suss y col, 1988). Sin embargo, muchos autores indican que la FSH no es
imprescindible para la maduracion nuclear del ovocito pero tiene influencia en la expansién
del cumulo celular (Leibfried y First, 1979; Fukui y col, 1982) la combinacién de FSH y LH
también puede estimular la expansion del cumulo celular y maduracion en ovocitos bovinos
(Suss y col, 1988). Sin embargo, Armstrong y col, (1991) sefialan que la adicién de una, otra
0 ambas gonadotropinas, a los medios llevan a cabo un efecto distinto, dependiendo del

estado de maduracion de las células del cumulo, ya que, segun este estado las células

27



presentan un nimero mayor o menor de receptores para la LH o para la FSH y, por lo tanto,
responden de distinta manera segun la hormona empleada en los medios.

La gonadotropina coriénica humana (hCG) se ha utilizado en los medios de maduracién en
lugar de la LH, ya que presenta acciones similares a esta ultima (Hensleigh y Hunter, 1985;
Xuy col, 1986).

i)  Esteroides

Los mas utilizados en los medios de maduracion son el estradiol y la progesterona,
describiéndose que la adiciobn de ambos campleta la maduracién nuclear y citoplasmica
(Fukui y col, 1982). El estradiol por si solo parece no afectar a la maduracién nuclear del
ovocito (Younis y col, 1989), pero si influye en la maduracion citoplasmica y sobre todo en la
fecundacién. Por otro lado, la presencia de este esteroide en el medio de maduracion, se
considera un factor importante para la formaciéon del pronicleo masculino (Thibault y col,
1975; Fukui y col, 1982; Thibault y col, 1987).

2.35.1.3 Condiciones medioambientales para la maduracién In vitro de los
ovocitos

A efectos de optimizar la maduracion In vitro, es importante proveer al ovocito del medio
ambiente adecuado que le permita generar los procesos bioldgicos necesarios (temperatura,
presion osmética, pH y atmosfera del incubador) para completar la maduracién nuclear y
citoplasmética (Mochizuki y col, 1991; Rose y Bavister, 1992; Yang y col, 1998).

a) Temperatura

La temperatura mas adecuada para el cultivo In vitro de los ovocitos bovinos es de 39°C
(Lenz y col, 1983; Leibfried-Rutledge y col, 1989; Rose y Bavister, 1992; Pinyopummintr y
Bavister, 1995; Azambuja y col, 1998). No obstante, Wang y col, (1991) citados por
Thompson, (1996) encontraron que la produccién y el desarrollo de embriones In vitro, puede
llevarse acabo entre los 36 a 40 °C, aungue los mejores resultados en este aspecto, los
obtuvieron con temperaturas de 39 °C. Del mismo modo, un estudio realizado por Shiy col,
(1998) donde la temperatura de cultivo In vitro de ovocitos es modificada entre valores de
37°C y 38.5 °C, estos autores observan que los cambios térmicos no producen efectos
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adversos durante la maduracién In vitro de los ovocitos y el posterior desarrollo embrionario.
Los datos de Ealy y Hansen, (1994) demuestran que los embriones bovinos son mas
resistentes al shock calérico, conforme avanza el desarrollo In vitro. Sin embargo, los cultivos
In vitro de ovocitos realizados 5°C por debajo de las temperaturas antes mencionadas, no

han llevado a buen término la maduracion de los ovocitos (Katska y Smorag, 1985).

Por el contrario, el desarrollo embrionario temprano In vivo, se ve severamente afectado
cuando la temperatura uterina aumenta 5 °C. Debido a lo anterior, durante las épocas
calientes se eleva significativamente el nimero de servicios por concepcion y bs dias

abiertos por las reabsorciones embrionarias en bovinos (Chemineau, 1992).

b) Presion osmobtica

La presion osmoética que deben tener los medios de maduracion de ovocitos, oscila
idealmente entre 265 y 325 mOsM. Los medios generalmente utilizados tienen
osmolaridades cuyos valores oscilan entre 285 y 295 mOsM (Sato y col, 1977; Del Campo,
1993).

c) pH

Diversos autores han establecido que el pH optimo en el medio de maduracién debe
mantenerse entre 7.2 y 7.4 Shea y col, 1976; Sato y col, 1977; Fukui y Sakuma, 1980;
Brackett, 1981; Phillips, 1988). El control del pH en el medio de maduracion se realiza
gracias a la concentracion de CO, en la atmésfera del incubador, bicarbonato de sodio en el
medio, u otro tipo de sustancias tampoén adicionadas al medio de cultivo como las sales de
Hepes (Lu y col, 1987).

d) Atmésfera en la incubadora

La composicién de la atmésfera gaseosa para una maduracién 6ptima, estd muy relacionada
con la composicion del medio de cultivo empleado y se considera importante, en el control
del pH intra y extracelular y por ende las funciones metabdlicas de las células en cultivo
(Bavister, 1987). Asi los medios tamponados con bicarbonato necesitan un cierto nivel de
CO, para el normal funcionamiento de las células y mantener constante el pH del medio.

Mientras que los medios en los que se ha empleado como tampén HEPES o fosfatos, no
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necesitan una fase gaseosa controlada de CO, para mantener relativamente constante el
pH. Las condiciones atmosféricas 6ptimas para la MIV y FIV de ovocitos bovinos son un 5%
de CO, en aire (Pinyopummintr y Bavister, 1995).

2.35.1.4 Tiempo requerido parala maduracion Invitro de los ovocitos bovinos

El tiempo del cultivo requerido para la maduracion In vitro de los ovocitos hasta alcanzar el
estadio de metafase Il en bovinos, es variable y segun los diferentes autores este tiempo
puede oscilar entre 20 y 28 horas (Jagiello y col, 1974; Siss y Wuthrich, 1985; Xu y col,
1986; Siss y col, 1988; Fukui, 1990).

Durante este tiempo, los ovocitos bovinos experimentan una serie de cambios dentro de los
cuales podemos citar la desaparicion de la membrana nuclear, la extrusion del primer
corpusculo polar y la llegada al estadio de metafase II. EI cumulus o6foro, compacto en el
inicio, comienza a expandirse por la presencia de acido hialurénico en la matriz intercelular y
se observa el efecto de mucificacion del cumulus (Leibfried y First, 1979; Hyttel y col, 1986).

2.3.5.1.5 Criterios empleados para determinar la maduracién

El ovocito maduro tiene una morfologia y caracteristicas definidas, generalmente aceptadas
como criterios para evaluar la maduracion In vitro. De este modo, consideramos maduros a

aquellos ovocitos que presentan:

a) Extrusion del primer corpusculo polar y llegada el estadio de metafase |l.

b) Expansion y mucificacion del cumulus celular.

¢) Traslado de los granulos corticales a la periferia del ovocito (Buccione y col, 1990).
d) Desaparicion de las uniones intercelulares. (De Loos y col, 1992).

A pesar de ello, la capacidad de los ovocitos para ser fertilizados In vitro y continuar el

desarrollo normal de los embriones, es probablemente el criterio mas adecuado (Hyttel,
1988; Younis y col, 1989; De Loos y col, 1992).
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2.4 Fecundacion de ovocitos bovinos

2.4.1 Transporte de gametos

Cuando se produce la ovulacion In vivo, el ovocito sale del foliculo y cae en las fimbrias del
oviducto por donde se desplaza hacia el lugar de la fecundacioén, gracias al movimiento ciliar
de las células oviductales y a las contracciones peristalticas de la capa muscular (Blandauy
col, 1976). Por su parte los gametos masculinos, depositados en la vagina, se desplazan

también por el tracto genital de la hembra hacia el lugar de la fecundacion.

2.4.1.1 Transporte del gameto femenino

Yang y Yanagimachi (1989) indican que durante el transporte del ovocito y mientras espera
el momento de la fecundacién, todavia se pueden producir modificaciones en el citoplasma,
en la zona pellcida y en el cumulo celular. En el caso de la vaca, las capas externas del
cumulo desaparecen practicamente de 9 a 14 horas después de la ovulacion, aunque la vida
fértil del ovocito todavia puede dilatarse hasta 10 horas mas (Thibault, 1966). Este tiempo es

extremadamente largo comparado con lo que ocurre con otras especies (McLaren, 1980).

En cualquier caso el envejecimiento del ovocito esta relcionado con la disminucién de la
capacidad fecundante. Este envejecimiento conduce a que se produzcan anormalidades en
la fecundacion; como la poliespermia o a la degeneracion del mismo ovocito (Hunter, 1980).

2.4.1.2 Transporte del gameto masculino

Los espermatozoides eyaculados y depositados en la vagina ascienden por el tracto genital
de la hembra hacia el lugar de la fecundacion gracias a las contracciones musculares del
Gtero, inducidas por la copula. EI gran nimero de espermatozoides, liberados tras la
eyaculacion, disminuye a la vez que se seleccionan por su paso a través del tracto genital
femenino. En la vaca, la mayor seleccién ocurre a nivel de la unién utero-tubal (McLaren,
1980).

Durante el paso por el tracto femenino, los espermatozoides se liberan del plasma seminal
gue les acompafia en el momento de la eyaculacién (Yanagimachi, 1988).
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Harper, (1988), sefiala que el tiempo de llegada hasta el lugar de la fecundacién es muy
variable, y en concreto, los espermatozoides de toro se pueden encontrar en dicho lugar
entre los 2 y 13 minutos, tras el coito. Por otro lado, cierto nUmero de espermatozoides de
toro y de otras especies detienen su progresion en la porcion caudal del istmo del oviducto,
liberandose de manera gradual hacia el lugar de la fecundacion. De esta manera, el istmo
oviductal se comportaria como una especie de reservorio espermatico (Hunter y Wilmut,
1984).

El tiempo de supervivencia del espermatozoide en el interior del tracto femenino es muy
variable, proponiéndose para el espermatozoide de toro una vida fértil de hasta 48 horas
(Hafez y col, 1980). Todos los sistemas de transporte de los gametos, estan controlados por
un gran nimero de mecanismos fisioldgicos, entre los que destacan los siguientes:

a) Las hormonas esteroides (en particular el estradiol y la progesterona) juegan un
papel importante sobre la contraccidn y secrecion oviductal, gracias a los receptores
gue existen en el tejido del oviducto para estas hormonas (revisado por Harper,
1988).

b) Catecolaminas, (norepinefrina y epinefrina), prostaglandinas (PGF,, y PGE,),
ciertos péptidos (péptido intestinal vasoactivo), nucleétidos ciclicos (AMPc) y
neurotransmisores (GABA). Todas ellas controlan, en parte, el transporte de los

gametos a través del oviducto (Harper, 1988).

Sin embargo, el espermatozoide, al contrario de lo que ocurre con el ovocito, necesita aun
unos procesos que lo permitan fecundar el gameto femenino. El conjunto de estos procesos

se denomina capacitacion espermatica.

242 Capacitacion espermatica

Después de abandonar los testiculos, los espermatozoides de los mamiferos sufren dos
procesos antes de lograr la penetracion dentro del gameto femenino. Uno esta referido a los
cambios de maduracién que sufre en el epididimo y el otro a modificaciones que se lleva a

cabo en el tracto genital femenino. Todo ello se conoce genéricamente como capacitacion.

Austin, (1951) indica que el espermatozoide debe sufrir algln proceso, antes de penetrar en

la zona pellcida del ovocito y que este ocurre en el tracto genital de la hembra. Algunas
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semanas més tarde, Chang, (1951) publica una conclusion idéntica. Por lo tanto la
capacitacion consiste, al menos en parte, en la retirada gradual del material que recubre la
region acrosémica del espermatozoide. De esta manera, se dejan libres los receptores de los
espermatozoides para que puedan interaccionar con las sustancias del oviducto, las capas
externas del cumulo celular o con los propios receptores que posee la zona pelicida del

ovocito.

La capacitacion consta de dos fases, una alteracion espermatica inicial, a la que sigue la
fusion de la membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica del espermatozoide,
denominada reaccion acrosomica (Yanagimachi y Usui, 1974; Yanagimachi, 1981). El
fendmeno de la capacitacion estd muy extendido en todo el reino animal, aunque la reaccién
acrosémica es un patrimonio casi exclusivo de los mamiferos (Yanagimachi, 1988). Todo
este conjunto de procesos que sufre el espermatozoide comienza en el oviducto, continua a
través del paso por el cumulo celular y finaliza en la misma ona pellcida del ovocito
(Wassarman, 1988).

Bedford, (1969) sefala que las regiones del tracto genital femenino difieren en su potencial,
para capacitar al espermatozoide. Mientras que la capacitacion puede tener lugar en el Gtero
(Austin, 1951) se produce mas rapidamente cuando sucede en el oviducto (Bedford, 1969).
Ademas, la capacitacion espermatica varia segun el estado endocrino de la hembra, ya que
altos niveles de estrégenos plasmaticos favorecen la capacitacion, mientras que elevadas
concentraciones de progesteronas la inhiben. De acuerdo con esto, Anderson y col, (1992),
sefialan que en el momento del estro se produce en el oviducto una proteina desconocida
que favorece la capacitacién del espermatozoide bovino. Por otro lado, Herz y col, (1985)
sefialan que el espermatozoide de toro sufre la reaccion acrosomica en la ampolla oviducto
ipsilateral del ovario que ha ovulado, en la mayoria de las ocasiones, y que ademas se
produce en un momento cercano o justo después de la ovulacion.

Ya que la vida util o fértii de ambos gametos es limitada, en el tracto genital femenino,
parece ser que la capacitacion esta relacionada con la ovulacién. Bedford, (1969) sefiala la
posible existencia de un factor que induce la reaccién acrosémica, procedente del propio
ovocito. Aunque los mecanismos de la capacitacion todavia siguen sin descubrirse
completamente, se ha postulado ciertas teorias de acuerdo a los experimentos realizados en
diversas especies animales. Segln estos, los cambios producidos en la membrana del

espermatozoide durante la capacitacién incluyen cambios en las propiedades de las
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membranas espermaticas, aunque del pH acrosomal (de 7,4 a 7,8), alteraciones en la
proporcion del colesterol y los fosfolipidos, aumento en la permeabilidad a los iones de
calcio, interaccion con glicosaminoglicanos vy, por dltimo, la reaccion acrosdmica
(Yanagimachi, 1988; Fayrer-Hoskens y Caudle, 1991).

2.4.2.1 Reacci6én acrosémica

In vivo el ovocito pierde gran parte de las células del cumulo, después de la ovulacion o en el
recorrido por el oviducto (Crozet, 1984). Por lo tanto, el espermatozoide al acercarse al
ovocito contacta intimamente con las pocas células del cumulo que quedan y con la

superficie de la zona pellcida. En este momento se produce la reaccion acrosémica (RA).

La RA consta, fundamentalmente, de una serie de puntos: fusion entre la membrana
plasmatica y la membrana acrosomal externa, dispersién de la matriz acrosomal y exposicion
de la membrana acrosomal interna, la cual se constituye en una membrana de superficie
(Hyttel y col, 1987). Yanagimachi, (1988) indica que la fusién de las membranas plasmaticas
y acrosomal externa se produce en diversos puntos, formandose unas vesiculas con
membrana mixta que se desprenden de la cabeza espermatica. El resultado de esta fusion
de membranas es la liberaciéon de contenido del acrosoma.

La RA es un requisito indispensable para que se pueda producir la penetracion del
espermatozoide en el interior del ovocito, ya que para ello se necesita la liberacion de

enzimas acrosomales (Talbot, 1985).

Bleil y Wassarman, (1983) sefialan que la zona pellcida contiene unas glicoprote inas
denominadas, genéricamente, “ZP”, de las que hasta el momento se han aislado tres tipos:
ZP,, ZP, y ZPs;, que se comportan como responsables de los fendbmenos de reconocimiento
espermatico. En concreto, la ZP; es la molécula responsable no solo de la unién de la zona
peltcida del ovocito con el espermatozoide, sino en inducir en este la reaccion acrosémica
(Wassarman, 1988). Estos mismos autores indican que solamente los espermatozoides con
el acrosoma intacto se unen a la zona pellcida. EI mecanismo por el que se induce la RA no
esta aclarado del todo pero se cree que la unién espermatozoide - ZP3 provoca una mayor
permeabilidad de la membrana plasmatica del espermatozoide al calcio extracelular
(Wassarman, 1988). Roldan y col, (1992), aclaran, en parte, en este mecanismo indicando

gue la union de la ZP; con la proteina de la membrana del espermatozoide (p95) activa una
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respuesta del mismo, mediada por proteinas-G y enzimas tirosina-quinasas, que
desencadenan el proceso de la RA.

Hay un numero considerable de sustancias presentes en el oviducto, en el momento de la
ovulacion, que pueden facilitar la RA de los espermatozoides. Asi el liquido folicular y el
cumulo celular parecen estimular al espermatozoide (Yanagimachi, 1969; Gwatkin y col,
1972).

La RA, en la mayoria de las ocasiones, comienza a producirse cuando el gameto masculino
se aproxima al cumulo o a la zona pelicida. Este suceso indica la existencia probable de

factores procedentes del cumulo o del propio ovocito que estimulan la RA.

Aungue el mecanismo intimo de la capacitacion y RA ha sido revisado por multitud de
autores (Yanagimachi, 1988; Wassarman, 1988; Martinez y col, 1989), todavia existen
puntos desconocidos en estos procesos; por otro lado, no se puede asegurar que los
mecanismos que favorecen o intervienen en la capacitacion de los espermatozoides In vitro
sean los mismos que In vivo. En cualquier caso, aunque se han sefialado, en la parte
anteriormente, parece que los procesos intrinsecos de la capacitacion y RA son, de manera
esquematica, los siguientes:

- Aumento por parte de los espermatozoides de la permeabilidad al calcio
extracelular.

- Alteracion de la estructura normal de la membrana.

- Activacion del sistema de la adenil-ciclasa.

- Liberacién de las enzimas acrosomales.

243 Fecundacién

El espermatozoide alcanza la membrana plasmatica del ovocito, después de atravesar las
células de cumulo y la zona peldcida. El paso de la membrana se realiza rapidamente, 15-20
minutos, (Hyttel, 1988) y en él intervienen, tanto la liberaciéon de enzimas del acrosoma,
como la gran motilidad que presenta el espermatozoide capacitado-reaccionado
(Yanagimachi, 1988).
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El contacto, entre ambos gametos, comienza cuando llega el espermatozoide a la membrana
del ovocito. En este momento, las microvellosidades del ovocito contactan con el segmento
ecuatorial del espermatozoide (Hyttel y col, 1988) y comienza la penetracion de este.
Cuando un espermatozoide entra, se produce, por un lado, la liberaciéon del contenido de los
granulos corticales al espacio perivitelino, para evitar la poliespermia (Cran, 1989) y por otro,
la activacion de la meiosis y la extrusion del segundo corpusculo polar (CP). En el ganado
bovino la extrusion completa del segundo corpusculo polar se produce unas 4 horas después
de la entrada del espermatozoide (Hyttel, 1988; Hyttel y col, 1989).

En todos los mamiferos, los componentes celulares del espermatozoide (membrana
acrosomal, material perinuclear, mitocondrias del tracto intermedio, etc.) se incorporan al
citoplasma del ovocito. La cabeza del espermatozoide comienza a descondensarse, por la
accion de ciertos factores formados durante la maduracion citoplasmica del ovocito (Thibault,
1977), sobre todo, a los niveles intracelulares de glutation (Yoshida y col, 1992).

La cabeza espermatica descondensada y los cromosomas femeninos se rodean de una
membrana nuclear, procedente del reticulo endoplasmico del ovocito, constituyéndose los
prontcleos (PN) masculino y femenino (Yanagimachi, 1988). Estas etapas estan
caracterizadas por la sintesis de ADN. Los pronlicleos aumentan de tamafio
sincrénicamente, en pocas horas. En la especie bovina, el PN se forma muy poco tiempo
antes que el femenino, por lo que algunos autores sefialan que por ello el PN masculino
tiene un tamafio mayor que el femenino (McLaren, 1980).

En el evento de la fecundacion, el nicleo del espermatozoide es incorporado al citoplasma
del ovocito, donde se convierte en pronacleo masculino. La envoltura nuclear se desintegra y
el material nuclear liberado sufre un proceso de decondensacion, el cual constituye ahora el
prondcleo masculino. Esta decondensacion permite que el material nuclear masculino esté
disponible para interactuar con el material nuclear femenino. Los prondcleos femenino y
masculino migran al centro de ovocito y una vez en cercana proximidad, sus envolturas se
desintegran, permitiendo la mezcla de los cromosomas. Esto resulta en la formacion de un

cigoto y el restablecimiento del estado diploide (Hernandez, 2001).

A las pocas horas, los PN se encuentran en el centro del ovocito, se disuelven las
membranas pronucleares y los cromosomas adoptan la configuracion de la profase mitética

(Hyttel, 1988).
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Yanagimachi, (1988) indica que después de la sincariosis (unidon del material genético
masculino y femenino), en la metafase mitética, se completa la fecundaciéon y comienza el
desarrollo embrionario.

2.5 Fecundacion In vitro de ovocitos bovinos

El primer ternero procedente de Fecundacion In vitro (FIV) nacié en el afio 1981 (Brackett y
col, 1982). Afos antes, Chang, (1959), consiguio el primer éxito de esta tecnologia al obtener

una camada de conejos tras la FIV y transferencia embrionaria posterior.

Finalizado el periodo de maduracioén In vitro, los ovocitos madurados se encuentran aptos
para ser fecundados In vitro. Tanto para condicién In vivo como In vitro, previo a la
fecundacién de los ovocitos, el semen debe estar capacitado y activado. La capacitacion y
activacion del espermatozoide, posibilitara a este progresar a través de las células del

cumulus y penetrar la zona pellcida (Yanagimachi, 1981).

251 Obtencion de los espermatozoides

El origen de los espermatozoides utilizados para la fecundacién In vitro puede ser de dos
tipos: obtenidos de la cola del epididimo o eyaculados. Brackett, (1983) sefiala que los
espermatozoides epididimales tienen mayor capacidad para acumular calcio que los
eyaculados. Por otro lado, Weeler y Seidel, (1986) indican que el semen fresco tarda mas en
capacitarse que el semen congelado. Ademas, desde el punto de vista practico, la utilizacion
del semen congelado presenta ventajas (First y Parrish, 1987), ya que permite una evidente

facilidad para disponer de un nimero adecuado de dosis seminales de buena calidad.

Todo ello hace pensar que ambos tipos de espermatozoides son validos para producir la
fecundacién In vitro (FIV). De hecho, muchos autores han utilizado espermatozoides, de
origen epididimal, para sus sistemas de FIV (Ball y col, 1983; Lenz y col, 1983) asi como
espermatozoides procedentes de eyaculado (Iritani y col, 1977; Parrish y col, 1985). En la
actualidad, gracias al perfeccionamiento de la metodologia de la induccion a la capacitacion
In vitro de los espermatozoides y en base a una disponibilidad de semen adecuado, la
mayoria de los autores utilizan semen congelado, como fuente de espermatozoides, para los
sistemas de FIV (Parrish y col, 1986; Lu y col, 1987; Sirard y col, 1988; Fukui, 1990;
Schellander y col, 1990; Pavlov y col, 1992).
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252 Preparacion del semen

En mayor medida, el semen de toro utilizado para la fecundacion In vitro procede de semen
congelado. La preparacion del semen de toro congelado, incluye el lavado de las células
espermaticas de los componentes del diluyente y crioprotectores, la separacion de los
espermatozoides motiles de los no maétiles y la capacitacion espermética (Parrish, y col, 1986
y 1988; Ohgoda y col, 1988; Avery y Greve, 1995; Risopatron y col, 1996).

2.5.2.1 Lavado del semeny separacion de espermatozoides motiles y no motiles

Después de obtener el semen, el siguiente paso consiste en lavar los espermatozoides, en el
primer caso para eliminar el plasma seminal, puesto que éste contiene sustancias que
estabilizan la membrana plasmatica del espermatozoide e impiden su capacitacion y
posterior reacciéon acrosémica (First y Parrish, 1987) y en segundo caso, para eliminar los

crioprotectores y/o conservantes utilizados.

Al menos cinco metodologias han sido descritas para la separacion de los componentes del
diluyente seminal de las células espermaticas y su seleccion. Estas son: lavado por
centrifugacion, swim-up (nadar hacia arriba), gradiente de percoll, filtracidon en columna con
lana de vidrio y migraciéon-sedimentacion (Utsumi y col, 1981; Tea y col, 1983; Parrish y cal,
1986; Fukuda y col, 1990; Stubbingns y col, 1991; Avery y Greve, 1995; Risopatron y col,
1995).

2.5.2.2 Capacitacion de los espermatozoides

Se ha establecido que existen diferencias en la tasa de fertilizacion del semen, proveniente
de diferentes sementales (Brackett y col, 1982; Iritani y col, 1986; Rosenkranz y Holzmann,
1997; Ohgoda y col, 1988). Estas variaciones individuales, pueden deberse a diferencias
metabolicas caracteristicas de las células espermaticas, edad del macho y diferencias en los
contenidos del plasma seminal o la relacion entre el volumen del plasma seminal y el nimero
de espermatozoide (Brackett y Oliphant, 1975; Sirard y col, 1985; Rosenkranz y Holzmann,
1997; Fukui y col, 1988).

La capacitacion espermatica involucra cambios bioquimicos en las membranas del

espermatozoide, lo que permite la reaccién acrosémica. Durante éste proceso, se produce el
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retiro del material que recubre la region acrosémica del espermatozoide dejando libres los
receptores que interaccionan con las células del cumulus y la zona pellcida del ovocito. Del
mismo modo, se han descrito cambios en las propiedades de las membranas espermaticas:
aumento del pH acrosomal, alteracién en la proporcion entre el colesterol y fosfolipidos y

aumento en la permeabilidad al calcio (Yanagimachi, 1981).

Para la capacitacion de semen de toro congelado, se emplean componentes como la
heparina (glicosaminoglicanos) (Parrish y col, 1986 y 1988; Whitfield y Parkinson, 1992;
Saeky y col, 1995), el calcio (Handrow y col, 1989; Yang y col, 1993; Whitfield y Parkinson,
1995), células del epitelio oviductal (Guyader y Chupin, 1991), fosfolipidos vasoactivos
(Parks y Hough, 1990).

Los glucosaminoglicanos (GAGs) han sido identificados como eficientes inductores de la
capacitacion espermaética In vitro. Este grupo de carbohidratos (polisacaridos) conformado
por unidades repetitivas de disacaridos incluyen a la heparina, heparan sulfato, condroitin
sulfato, keratan sulfato y al acido hialurénico. Los GAGs estan presentes a nivel del fluido
folicular y son vertidos al oviducto al momento de la ovulacion. Ademas estan presentes a lo
largo del tracto reproductivo de la hembra (revisado por Hernandez, 2001). De ellos, ha sido
ampliamente descrita, la efectiva capacidad de unidon que tiene la heparina y la
concentracion 6ptima de ésta para maximizar el grado de fecundacion In vitro alcanzado. La
heparina, capacita a las células espermaticas, mediante el desplazamiento de las proteinas
decapacitantes de la membrana plasmatica y la estimulacion de la apertura de los canales
de calcio (First y Parrish, 1988; Leibfried-Rutledge y col, 1989; Saeky y col, 1995).

Tras lavar y seleccionar los espermatozoides mas méviles por medio de alguna de las
técnicas descritas anteriormente, en muchos laboratorios de FIV se utiliza algin agente
qguimico que permita estimular y mantener esa motilidad.

La cafeina y la mezcla de penicilamina, hipotaurina y epinefrina (PHE) han sido los mas
empleados (revisado por Gordon, 1994).

2.5.2.3 Relaciéon ovocitos/espermatozoides y tiempo de co-cultivo de los gametos

La relacion ovocito/espermatozoides es importante durante la fecundacién In vitro. De este

modo, ha podido establecerse que si el nUmero de células espermaticas es demasiado bajo
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en relacion con el nimero de ovocitos, obtendremos pobres resultados de fecundacion. Si
por el contrario, el nimero de células espermaticas es demasiado alto se producen
fendbmenos de polispermia (First y Parrish, 1987; Saeki y col, 1995).

Independientemente del medio de fecundacion utilizado, la mayor parte de los protocolos de
FIV, utilizan entre 0.5 y 1.5 x 10° células espermaticas/ml y el co-cultivo con los ovocitos
madurados In vitro, se lleva a cabo en microgotas de 50 pl, que contienen entre 5 y 40
ovocitos (Xu y col, 1987; Younis y col, 1989; Fukui, y col, 1991; Ling y Lu, 1990; Saeki y col,
1995). Sin embargo, la proporcién de blastocistos obtenidos disminuye si la concentracién
espermatica es superior a 1.6 x 10° células /ml.

Por otro lado, los ovocitos incubados con una concentracion alta de espermatozoides en un
volumen relativamente reducido de medio de fecundacion estan expuestos a la accion de
enzimas hidroliticas liberadas por los espermatozoides muertos, lo que puede tener un
efecto perjudicial en su potencial desarrollo. Asi, la duracion del co-cultivo de los gametos no
deberia sobrepasar el tiempo necesario para que se produzca la maxima penetracion
(revisado por Gordon, 1994).

En relacién a la duracion de co-cultivo, este varia entre los protocolos de los distintos
laboratorios de FIV (17 horas: De Smedty col., 1992; Crozet y col., 1995; 18 horas; 20 horas;
24 horas: Kenkistepe y col., 1994; Mogas, 1994).

Cox y col, (1993) y Zhang y col, (1995) informan que la presencia de las células del cumulus
en los ovocitos co-cultivados con los espermatozoides, incrementan los porcentajes de
fecundacién. Estos incrementos son debidos a que el cumulus induce los mecanismos de
capacitacion espermatica, facilitando la interaccién del espermatozoide y la superficie de la
zona pelacida. Ball y col, (1983) y Chian y col, (1994 y 1995) obtienen un efecto positivo de
las células del cunulus de los ovocitos, sobre la formacion del pro-ndcleo masculino y
femenino y el posterior desarrollo de los embriones obtenidos.

2.5.3 Desarrollo embrionario In vitro

En la actualidad, la utilizacion de sistemas de co-cultivo In vitro de cigotos con células de la
granulosa u oviductales, o bien, la utilizacion de medios de desarrollo In vitro sintéticos,

permite obtener embriones en estadios avanzados del desarrollo (mérulas, blastocistos).
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En la formulacion de cualquier medio de cultivo, el agua es el componente en mayor
proporcién, es por este motivo que debe ser de la mejor calidad disponible y de alto grado de
pureza. Las fuentes de energia mas utilizadas en los medios de cultivo de embriones son en
general, el lactato, el piruvato y la glucosa (Mucci y col, 2006). Entre los medios definidos

esta el fluido oviductal sintético (SOF) y medio potasio simple optimizado (KSOM).

Ello, posibilita la congelacion ytransferencia a las hembras receptoras por métodos no
quirargicos. De este modo, los intentos por continuar el proceso gestacional In vivo, de los
embriones producidos por fertilizacién In vitro, permiten la utilizacion de esta tecnologia en la
industria de las transferencias embrionarias (Gordon y Lu, 1990; Niemann, 1998).

Barnes y Eyestone, (1990) sugieren que los embriones bovinos producidos In vitro,
presentan una evolucion mas lenta en el desarrollo embrionario con respecto a los
embriones generados In vivo. Este diferente comportamiento, se manifiesta especialmente

después que los embriones producidos in vitro alcanzan el estadio de 8 células.

Posteriormente, Grisart y col, (1996) comprueban que existe un retraso de entre 30 y 40
horas en la aparicion de los estadios de 8-16 células, mérula y blastocisto en embriones
producidos y cultivados In vitro en comparacion a los producidos In vivo. Del mismo modo,
se indica que las condiciones de cultivo In vitro pueden tener influencia en 3 etapas criticas

del desarrollo embrionario:

a) Latransmision del control maternal del desarrollo embrionario al cigoto;
b) la compactacién del embridn en el estadio de mérula 'y

c) formacion del blastocisto.

De este modo, en funcién de las horas transcurridas desde el co-cultivo con las células
espermaticas podemos establecer, la siguiente distribucién del desarrollo de embriones
bovinos, producidos In vitro: en estadio de 2 células (30-40 horas); en estadio de 4 células
(40-50 horas); en estadio de 8 células (50-70 horas); en estadio de 8 a 16 células (60-90
horas); en estadio de 16 a 32 células (80-110 horas), y en estadio de mas de 32 células a
mérula compacta (110-140 horas) (Xu y col, 1992; Van Soom y col, 1997).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Composicién y preparacion de los medios

Para la preparacion de los medios se utilizaron componentes SIGMA, con agua ultra pura
(SIGMA W3500). Los medios fueron ajustados a un pH a 7.4, posteriormente esterilizados a
través de un filtro de membrana con diametro de 0.22 um. Los procedimientos fueron
realizados bajo una cadmara de flujo laminar. Los medios preparados fueron colocados en
frascos falcén y almacenados en refrigeracion a 4°C hasta el momento de su uso, por un
periodo no mayor a las dos semanas.

3.2 Obtencion y clasificacion de ovocitos

3.2.1 Obtencion de ovocitos

Los ovarios fueron colectados inmediatamente después del sacrificio de bovinos
beneficiados en el Camal de Yerbateros, ubicado en el Distrito de Ate, provincia de Lima;
Departamento de Lima. Los ovarios fueron colocados en un termo conteniendo solucién
salina (NaCl, 0.09%), suplementada con antibiético-antimicético (Sigma A5955) que contiene
10,000 UI Penicilina, Estreptomicina y Amphoricina; mantenidos a una temperatura de 37°C,

hasta el transporte al Laboratorio de Reproduccion Animal — Seccién Biotecnologias
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Reproductivas - Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, durante los meses de Diciembre — Febrero del 2011.

Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados en solucién salina y limpiados de
impurezas. Los complejos cumulos-ovacitos (CCOs) fueron obtenidos mediante aspiraciéon
de foliculos con un diametro entre 2-6 mm con aguja 18G 1 %2 acoplada a una jeringa de 10
ml estéril (Hernandez, 2001; Lorenzo, 1992). Previo a la puncion folicular, se aspir6 0.5 ml
del medio de lavado pre-maduracion para evitar la pérdida de ovaocitos en las paredes de la
jeringa, debido al tamafio reducido (2.5 x 3.0 cm) y a la poca cantidad de liquido folicular en

cada foliculo.

El liguido folicular obtenido fue depositado en un tubo falcén de 50 ml cubierto con papel
aluminio, dejando reposar durante 15 minutos para favorecer a la precipitacion del sedimento
gue contiene a los ovocitos. Transcurrido el tiempo indicado, el sedimento fue aspirado con
una pipeta Pasteur y depositado en una placa Petri grande (90 x 15mm) rayada para facilitar
la basqueda de ovocitos con la ayuda de un estéreomiscrocopio y mantenidos en una platina

térmica a 37 °C.

Los ovocitos localizados fueron recuperados con una pipeta Pasteur para luego ser
colocados en soluciéon de lavado pre-maduracion, utilizando placas Petri pequefias de 35 X
10mm y realizando un total de 3 lavados. Dicho procedimiento se realizé para eliminar las
impurezas que estuviesen adheridas al ovocito antes de ser colocadas en el medio de
Maduracién. El paso de los ovocitos por las distintas placas de lavado se realizd
rapidamente, con una permanencia de 5 minutos por placa. Posteriormente se procedi6 a
realizar la busqueda y seleccién de los ovocitos en base al criterio de nimero de capas de
células de la granulosa y homogeneidad del citoplasma, con la ayuda de un

estéreomicroscopio.

3.2.2 Clasificacion y selecciéon de ovocitos

Una vez obtenidos los ovocitos, se seleccionaron bajo microscopio estereoscépico
evaluando su apariencia general, citoplasma y células del cumulus que los rodean. Aquellos
ovocitos que estuvieron completamente rodeados por 3 0 mas capas compactas de células
del aumulus y presentaron citoplasmas homogéneos, se clasificaron como aptos y se
seleccionaron para maduracion In vitro. Por el contrario, aquellos que estuvieron rodeados
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por menos de 3 estratos de células del aumulus, aimulus no compacto y presentaron
citoplasmas heterogéneos o picnoticos se clasificaron como no aptos y se descartaron para
maduracion In vitro. Para la clasificacion de los ovocitos se consider6 los criterios sefialados
por Baez y col, 2008 (Figura 1); usando un sistema subjetivo de evaluacion, incluyendo los

siguientes grados:

- Ovocitos Grado 1: CCOs con mas de 3 capas de células del cumulo compactas y un
citoplasma homogéneo.

- Ovaocitos Grado 2: CCOs con 2 a 3 capas de células del cumulo compactas y un
citoplasma homogéneo.

- Ovocitos Grado 3: CCOs parcial o totalmente denudados, con citoplasma
heterogéneo, con presencia de vacuolas.

- Ovacitos Grado 4: CCOs con células del cumulo expandido en el momento de la
aspiracion.

Para efectos de estudio, sélo se utilizaron ovocitos de Grado 1 y 2; no se consideraron
ovocitos con un citoplasma retraido, con zona pellcida rota, células del cumulo expandidas

ylo dispersas y con aglutinaciones celulares.

3.3 Maduracién In vitro

3.3.1 Disefio experimental

Para realizar el presente trabajo de investigacion, se realizaron 2 experimentos:

Experimento 1: se evaluo la tasa de maduracion usando los suplementos de macromoléculas
como tratamientos de Maduracion In vitro, los ovocitos seleccionados y clasificados en base
a los criterios indicados anteriormente, fueron distribuidos al azar a uno de los 4 tratamientos
en estudio (incluyendo el tratamiento control), se realizaron 4 repeticiones por cada
tratamiento.

Experimento 2: se evalud la tasa de division y posterior desarrollo embrionario de los
ovocitos pos fecundacion con los diferentes tratamientos en estudio, realizando 4
repeticiones por tratamiento. Cada experimento se trabajé de manera independiente.
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Fig. 2 Disefio experimental

Experimento 1: Tasa de division nuclear

Grupo | (n=176)
Grupo Il (n=171)
Grupo Il (n=172)
Grupo IV (control; n=173)

Maduracion en TCM-199 + PVP
Maduracion en TCM-199 + PVA
Maduracién en TCM-199 + BSA
Maduracién en TCM-199 + SFB
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Experimento 2: Tasa de division y desarrollo embrionario post fecundacién

Para efectos de este experimento, se utilizaron los tratamientos con los medios de
maduracion del experimento 1 pero, una vez cumplido el tiempo de maduracién, fueron

fecundados, segun se indica a continuacion, con el mismo medio de fecundacion y cultivo.

Grupo | (n=422) Division y desarrollo embrionario pos fecundacion
Grupo Il (n=420) Division y desarrollo embrionario pos fecundacion
Grupo Il (n=414) Divisién y desarrollo embrionario pos fecundacion
Grupo IV (control; n=424) Divisién y desarrollo embrionario pos fecundacion

3.3.2 Maduracién In vitro

Para la maduracion In vitro, se procedi6 a preparar el Medio TCM-199 (Apéndice 1), teniendo
como base M199 (Sigma M2520, Apéndice 2) enriquecido con 6 mg/ml de cada uno de los
suplementos macromoléculas en estudio: a) PVP (SIGMA P0930), b) PVA (SIGMA P8136),
c) BSA (SIGMA A3311) y d) SFB (SIGMA 17524), adicionando a cada uno de ellos los otros
componentes: 100 mM Piruvato, 5 mg/ml Gentamicina, 0.5 pug/ul FSH, 1 ug/ul hCG y 1 pug/mi
17R-Estradiol (SIGMA E2758).

Se usaron placas Petri de 60 x 15mm, se procedi6é de la siguiente manera: a) Primero se
colocaron microgotas de 10ul en la base de las placas Petri (2-3 microgotas por tratamiento),
b) luego se cubrié con aceite mineral y c) finalmente se completo la microgota con 40ul del
medio, haciendo un total de 50l por gota. Una vez concluido dicho procedimiento, la placa
fue colocada en la incubadora de CO, por lo menos dos horas antes de ser usada en la
Maduracién In vitro. Esto permitié activar, homogenizar y equilibrar el medio de cultivo a las

condiciones de la incubadora.

Una vez hallados y clasificados los ovocitos, fueron lavados tres veces durante 5 minutos
cada uno de ellos, en medio de lavado pre-maduracion en placas Petri pequefias. El Gltimo
lavado se realiz6 en medio de maduracion y se introdujeron los ovocitos en las gotas de
maduraciéon TCM-199 con la menor cantidad del medio en el que fueron lavados; por cada
gota se colocaron entre 20 a 25 ovocitos.
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La Maduracién In vitro se realizé bajo condiciones proporcionadas por una incubadora de
CO,, con una temperatura de 39°C, 5% de CO2, 20% de O2 y humedad relativa alta, para
los distintos tratamientos se usaron 4 suplementos de macromoléculas diferentes.

3.4 Valoracion de la maduraciéon nuclear

Una vez cumplidas las 24 horas de incubacion, se procedio al retiro de los ovocitos y
observacién de los mismos para determinar el grado de maduracion nuclear. Para esto los
ovocitos fueron colocados en una solucion de 250ul de Buffer - PBS (fosfato salino buffer)
suplementado con 300UI/mg de hialuronidasa (Sigma H3506) y 4mg/ml de PVP — 40 (Sigma
P0930) contenido en un tubo Falcén transparente (solucion de lavado tibio). Las células del
cumulo fueron eliminadas mediante agitacion en vértex a 200 RPM durante 3 — 6 minutos.
Luego se procedid a la recuperacién de los ovocitos desnudos con ayuda de una pipeta
Pasteur en una placa Petri, para posteriormente colocarlos en una solucién de fijacién
conteniendo etanol: acido acético (Sigma A6283) en una proporcion de 3:1, durante al
menos 36 horas.

Para la evaluaciéon nuclear, se procedié al retiro de todos los ovocitos de la solucion de
fijacion con ayuda de un estéreomicroscopio, para realizar la tincién se colocaron 5 a 10
ovocitos por lamina portaobjeto, cubiertos con un cubre objeto, sujeto en las cuatro puntas
con una mezcla de parafina-vaselina (1:1); se ejerci6 ligera presion sobre el cubre objeto
para entrar en contacto con los ovocitos desnudos, evitando dafiarlos. Se adiciono tincion de
Orceina (SIGMA O-7380) (1% de Orceina disuelta en acido acético al 45%) durante 2 — 3
minutos, permitiendo asi que la solucion penetre entre el porta y cubre objetos por
capilaridad. Se sellaron con laca de ufias y se realizé la evaluacion mediante microscopio
NIKON de contraste de fases a 400X, para determinar la fase de Maduracién nuclear en la
gue se encontraba en ovocito; Vesicula germinal (GV), Metafase | (Ml), anafase — telofase |,

Metafase Il (Mll) y degenerados (Figura 1).

3.5 Fecundacion In vitro

Para la Fecundacion se preparé como medio base el TL-STOCK (Apéndice 3) enriquecido
con 6 mg/ml BSA, 100 Mm Piruvato y 5 mg/ml Gentamicina. El procedimiento de preparacion
se realiz6 en placas Petri de 60 x 15mm, las cuales fueron divididas en 4 partes iguales y se

procedi6 a colocar microgotas de 10pl en la base de la placa Petri, luego se cubrié con aceite
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mineral y se completo las microgotas con 40ul del medio haciendo un total de 50ul por gota.
Se prepararon entre 3 gotas por tratamiento. Una vez realizado dicho procedimiento, la placa
fue colocada en la incubadora de CO, por lo menos dos horas antes de ser usada en la
Fecundacion In vitro.

Para la preparacion del semen bovino para la fecundacion se procedié a preparar una
gradiente de percoll (45/90, Apéndice 4), manteniéndose en bafio maria a 37°C en un tubo
falcon, también se preparé Heparina 2% que contiene 98 pl de TL-STOCK y 2 ul de

heparina. Una vez preparada se mantuvo en refrigeracion.

Por otro lado en la incubadora se mantuvo 30ul de TL-STOCK, ademas se descongel6 y
mantuvo en refrigeracion un vial de PHE, que contiene 2mM de Penicilamina (SIGMA
P4875), 1mM Hipotaurina (SIGMA H1384) y 250mM Epinefrina (SIGMA E1635).

Cuando lo anterior se encontré listo, se procedid a retirar del tanque con nitrégeno liquido
una pajilla de semen, la cual se sacudié y se llevé a bafio maria para su descongelacion
manteniéndola sujeta de un extremo por un minuto, pasado este tiempo se secé muy bien y
corté ambos extremos de la pajilla, se vertid el contenido de semen en un vial y con ayuda
de una pipeta, el contenido fue llevado a nuestra gadiente de Percoll (45/90); el semen
quedd por encima de la misma. Finalmente se llevd la gradiente a centrifugacion por 10

minutos a 300 gravedades.

Una vez centrifugado, al fondo del tubo Falcon se observé un pequerio pellet, que no es mas
gue el acumulo de espermatozoides vivos. Se procedié a eliminar el resto, dejando solo los
espermatozoides vivos, reconstituyéndolos con los 30 pl de TL-STOCK que teniamos en la
incubadora.

Una vez finalizado el tiempo de maduracién (24 horas), se retird todos los ovocitos de las
gotas de maduracion y fueron sometidos a 3 lavados en medio de lavado pre-fecundacién
por un tiempo de 5 minutos cada uno de ellas; el dltimo lavado se realiz6 en medio de
fecundacion y se introdujeron los ovocitos en las gotas con la menor cantidad posible del
medio en el que fueron lavados. Por gota se colocaron entre 20 — 30 ovocitos, se pre-incub6
por una hora. Luego se procedi6 a afiadir a cada gota de fecundacién 2ul de la suspension
de espermatozoides, 2 de heparina (Img/ml) y 2ul de PHE. Se realiz6 el co-cultivo por 18
horas a una temperatura de 39°C, 5% de CO,, 20% de O,y humedad relativa alta.
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3.6 Cultivo In vitro

3.6.1 Medio de Cultivo KSOM-AA

Transcurridas las 18 horas post co-cultivo de gametos, se procedi6 a retirar los ovocitos de
las gotas de fecundacion, incorporandolos en tubos de 5 ml, conteniendo 300 pl. de medio
de lavado pre cultivo KSOM/SOF y ser colocados en un vortex por 3 minutos para retirar el
cumulo de los ovocitos fecundados, Posteriormente se procedid a la blsqueda de los
ovocitos desnudos y lavados en medio de lavado pre cultivo mediante pases en placas Petri.

Para el Cultivo In vitro, se procedié a preparar el Medio KSOM-AA teniendo cwwmo base
KSOM-STOCK (Apéndice 5) enriquecido con 100 Mm Piruvato, 5 mg/ml BSA, 5 mg/ml
Gentamicina, 0.1 M EDTA, aminoécidos esenciales y no esenciales.

En placas Petri de 60 x 15mm, las cuales fueron divididas en 4 partes iguales se procedi6 a
colocar microgotas de 10pl en la base de la placa Petri, luego se cubrié con aceite mineral y
se completo la microgota con 30 del medio haciendo en total de 40ul por gota. Finalizado el
procedimiento, la placa fue colocada en la incubadora por lo menos 12 horas antes a 39°C,
bajo condiciones de 5% de CO, para luego colocar los presuntos cigotos desnudos en
namero de 20 a 30 por gota con ayuda de una pipeta Pasteur en una placa Petri. El Cultivo
In vitro se realiz6 bajo condiciones proporcionadas por una incubadora de CO,, con una
temperatura de 39°C, 5% de CO,, 20% de O, y humedad relativa alta.

Pasados 48 horas desde la fecundacion, se observé cada gota de tratamiento, para observar

la tasa de division (2 - 8 células).

3.6.2 Medio de cultivo SOF

Transcurridas 48 horas, los presuntos cigotos fueron colocados en medio de -cultivo.
Previamente se procedié a preparar el Medio de cultivo SOF (Fluido oviductal sintético) que
contiene SOF solucion stock, 1mM de L-glutamina (SIGMA G6529), 0.3 mM de Piruvato
sédico, 5 mg/ml de Gentamicina, aminoacidos esenciales, aminoacidos no esenciales, 5% de
SFB (suero fetal bovino) (SIGMA F7524), 1.5 mM de Glucosa (SIGMA G6152), 1mg/ml. de
Insulina (SIGMA 15500), 1mg/ml. de Transferrina (SIGMA T1283) y 20 pg/ml. de Selenito
sadico.
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En placas Petri de 60 x 15mm, las cuales fueron divididas en 4 partes iguales y se procedio a
colocar microgotas de 10pl en la base de la placa Petri, luego se cubrié con aceite mineral y
se completo la microgota con 30ul del medio haciendo en total de 40l por gota. Una vez
culminado el procedimiento la placa fue llevada a la incubadora por lo menos 12 horas a
39°C, bajo condiciones de 5% de CO, para luego trasladar los presuntos cigotos del medio
KSOM-AA a este en el mismo numero del anterior medio de cultivo con ayuda de una pipeta
Pasteur en una placa Petri. EI Cultivo In vitro se realizd bajo las mismas condiciones
proporcionadas anteriormente. En este medio los presuntos cigotos permanecieron hasta los

7 dias pos fecundacion, cuando se evalu6 el desarrollo embrionario a blastocisto.

3.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como porcentajes, considerando cada grupo
experimental; para su analisis se utilizé Chi cuadrado, considerandose a los tratamientos
(suplementos de macromolécula) como variables cualitativas. Los datos obtenidos fueron
organizados en una hoja de célculo de Microsoft Excel 2007, e ingresados al programa

SPSS version 15 para el analisis estadistico de los datos.
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IV. RESULTADOS

Los resultados de los estudios realizados se presentan considerando los dos experimentos:

EXPERIMENTO 1

41 Tasa de maduracién nuclear In vitro de ovocitos bovinos, cultivados con

diferentes suplementos de macromoléculas

En este primer experimento, donde se evaluo el efecto de los cuatro suplementos de
macromoléculas sobre la tasa de maduracion nuclear In vitro se presentan en el cuadro 1.
Segln se observa, en el estadio de metafase Il (Figura 3) se obtuvieron los mas altos
resultados en los grupos | y I, que corresponderian a los suplementos de macromolécula PVP
y PVA, respectivamente; mientras que en los grupos Il y IV que corresponden a los
suplementos de macromoléculas BSA y SFB, respectivamente se obtuvieron los resultados
mas bajos. En los resultados existe diferencia significativa entre los grupos Il y IV (p<0.05),
mas no se registra diferencias significativas entre los grupos I, Il y lll y los grupos I, lll y IV.
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Cuadro 1. Tasa de Maduracién Nuclear (Metafase Il) de ovocitos.

%

% Anafase

%

ot | S | M| Srliese " e | oesenra
m (n) (n)
G-l :PVP (n=176) | 13.7+18 | 18.1+2.6 19.3+2.8 | 42.6*°+3.6 6.3+1.9
G-Il : PVA (n=171) | 153+28 | 21.1+0.8 129+1.3 45.0° + 1.7 57+22
G-lll: BSA (n=172) | 18.1+22 | 18.0+2.0 145+2.5 | 40.7*" + 4.2 8.7+0.9
G-IV.: SF (n=173) | 21.9+1.4 179+ 4.2 156+1.2 37.7°+3.0 6.9+14

%" letras diferentes en la misma columna son diferentes significativamente (P<0.05)

*Estadio de maduracién nuclear

EXPERIMENTO 2

4.2 Tasa de division y desarrollo embrionario de ovocitos fecundados, cultivados

con diferentes suplementos de macromoléculas

En este segundo experimento, se evalu6 el efecto de los cuatro suplementos de

macromolécula sobre la tasa de division y posterior desarrollo embrionario se presentan en el

cuadro 2. Segun se observa no existe diferencia significativa (p < 0.05) en ninguno de los

cuatro grupos evaluados en cuanto a los resultados obtenidos, aunque dentro de los

resultados en la division 48 horas pos-fecundacién (Figura 4) se podria resaltar que el grupo |

y Il (PVP y PVA respectivamente) llevan una ligera ventaja en comparacion con los otros dos;

en tanto al desarrollo embrionario 168 horas pos-fecundacién (Figura 5, los grupos que

resaltan ligeramente en comparacion a los otros dos son el grupo Il y IV (PVA y SFB

respectivamente)
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Cuadro 2. Tasa de division de ovocitos y desarrollo embrionario post fecundacion.

Suplemento de

% Division 48 horas (n)

% Blastocistos 168 horas

macromolécula (7 dias) (n)
G-l :PVP (n=422) 59.3+6.4 40.7 + 6.4
G-Il : PVA (n=420) 58.4+6.0 416 +6.0
G-lll: BSA (n=414) 57.7+27 423+ 2.7
G-IV: SF  (n =424) 56.8+2.9 43.2+2.9

% letras diferentes en la misma columna son diferentes significativamente (P<0.05)
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Figura 3. Presencia del primer corpUsculo polar (Estadio Metafase Il)

Figura 4. Division a 48 horas post fecundacion

Figura 5. Blastocisto

54



43 Namero de ovarios y tasa de recuperacion de ovocitos utilizados en
Maduracién In vitro de ovocitos de vacas

El cuadro 3 muestra el total de ovarios recolectados del centro de sacrificio y el total de
ovocitos recolectados de ellos en el experimento 1 (Maduracion In vitro). Se realizaron 4
repeticiones con un total de 183 ovarios, se obtuvo un total de 2333 foliculos aspirados,
dentro de los cuales se obtuvo 724 COC’s de grado 1y 2, aptos para la maduracién In vitro,
representando el 31.0 % de eficacia de obtenciéon de ovocitos de buena calidad; quedando
1609 ovocitos de grado 3 y 4, los cuales no son aptos para ser colocados a madurar. En
promedio se recuperaron 13.1 ovocitos por ovario. Para la valoracién de la maduracién
nuclear mediante fijacion y tincién se recuperaron un total de 692 COC’s, teniendo como
perdida un total de 32 COC’s en todas las repeticiones al momento de la liberacién de las

células del cumulo, fijacién y tincion de ovocitos.

Cuadro 3. Namero de ovarios y tasa de recuperacion de ovocitos en Maduracién In

vitro
N° % ovocitos % ovocitos no
. o : Ne foliculos . aptos —N° aptos — N°
Repeticiones| N° ovarios aspirados OVOC'.tOS/ ovocitos ovocitos grado 3
ovarios
grado 1y 2 y4

R1 33 470 14.2 39.1 (184) 60.9 (286)
R2 42 625 14.9 27.5(172) 72.5 (453)
R3 56 563 10.1 33.0 (186) 67.0 (377)
R4 52 675 13.0 27.0 (182) 73.0 (493)
TOTAL 183 2333 13.1 31.0 (724) 69.0 (1609)
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V. DISCUSION

La optimizacién de los sistemas de maduracién y fertilizacién In vitro, requieren de un
adecuado manejo de las diferentes etapas que lo componen. Estas etapas, seran discutidas
de manera individual: recoleccion de ovarios del centro de sacrificio y selecciéon de ovocitos
aptos para la maduracién; maduracién In vitro de ovocitos; preparacion y capacitacion del

semen; co-cultivo de los ovocitos con las células espermaticas.

5.1. EXPERIMENTO 1

La recuperacién de ovarios del centro de sacrificio y la seleccion de los ovocitos, representan
la etapa inicial de este proceso. En general, los ovarios recuperados del centro de sacrificio,
provienen de hembras de diferentes edades y condiciones fisiol6gicas. Asi, Leibfried y First,
(1979) sugieren que la capacidad de maduracion In vitro de los ovocitos bovinos no depende
del momento del ciclo estral en que son obtenidos de los foliculos. De este modo, en el
presente estudio, los ovarios obtenidos de las hembras fueron empleados al azar como
donantes de ovocitos. La apariencia de la superficie de los foliculos, ha sido propuesta para
pre-seleccionar los futuros ovocitos, mejorar los indices de maduracion y fertilizacion In vitro
y clasificarlos por categorias (Grimes y Ireland, 1986).
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Es importante resefar que la variabilidad en la recoleccion de ovocitos puede estar motivada
por la experiencia del operador en la recoleccién de los ovocitos, el método utilizado para la
recoleccion y a las variaciones propias de los ovarios (edad del animal, raza y estado
reproductivo). Para lograr la MIV es necesario tener en cuenta la calidad de los ovarios, asi
como la de los ovocitos recolectados, ya que su estado fisiolégico es importante para
obtener una adecuada maduracién. Observaciones como la presencia de tres o mas capas
de células de la granulosa compactas y que los ovocitos cuenten un citoplasma oscuro y
homogéneo, son caracteristicas necesarias para proseguir con la maduracién In vitro
(Rodriguez y col, 2004).

Por otra parte, la suplementacién del medio de maduraciéon con FSH y/o LH se basa en el
papel que cumplen estas hormonas en los procesos de maduracion de los ovocitos In vivo.
La diversidad de preparaciones comerciales de gonadotrofinas utilizadas, en combinacion
con la diferente composicién de los medios de cultivo utilizados genera una amplia variedad
de resultados. En particular, la presencia de suero como fuente de composicion indefinida de
hormonas y factores de crecimiento, contribuyen a este razonamiento. Al mismo tiempo, Xu y
col, (1988) informan que el medio ambiente hormonal sufre cambios durante el tiempo de
cultivo debido principalmente a la captacion de esteroides por parte del aceite que recubre
las gotas del medio de maduracion.

En el presente estudio, hemos utilizado gotas medio TCM199 recubiertas con aceite y
suplementado con SFB, PVP, PVA y BSA segun sea el tratamiento y hormonas. El estudio
estadistico de las variables analizadas en la maduracion In vitro de los ovocitos utilizando
diferentes suplementos de macromoléculas demuestra que presentaron diferencias
significativas (p<0.05) solo entre los grupos Il y IV compuestos por PVA Y SFB con 45.0% y
37.7%, respectivamente, lo que sugiere que existen componentes utilizados en los medios
en la maduracion de los ovocitos que proporcionan condiciones y requerimientos
importantes para la progresién desde estadios de metafase | a metafase Il con mayor
beneficio que otros.

5.2 EXPERIMENTO 2

La fase de maduracién tiene una gran impacto sobre las fases subsiguientes en los

protocolos de fecundacion In vitro, debido a que si existe una excelente maduracion del
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ovocito, sustentada en los cambios moleculares a nivel nuclear y citoplasmatico, van a
permitir, en primer lugar, favorecer la fecundacion y el posterior desarrollo de los zigotos.

La mayoria de los trabajos realizados en fertilizacién In vitro en bovinos, utilizan semen
congelado para el co-cultivo con los ovocitos madurados In vitro. El procesamiento del
semen incluye el lavado, la seleccion y la capacitacion de la célula esperméticas. En el
presente estudio, hemos utilizado el lavado del semen por centrifugacion y la combinacion de
heparinay PHE (Penicilamina, Hipotaurina y Epinefrina) para su capacitacion. Basados en
los resultados expresados anteriormente, en este trabajo hemos empleado una relacién de
20 a 25 ovocitos por gota.

Los resultados obtenidos por los diferentes suplementos de macromoléculas, utilizados en el
sistema de maduracién In vitro en el presente estudio, carecen de variabilidad en la mayoria
de tratamientos, existiendo solo diferencia entre los suplementos de macromolécula PVA vy
BSA. No ocurriendo lo mismo en la division a 48 horas y posterior desarrollo embrionario a 7
dias (blastocistos), ya que en este caso no se encontrd diferencia significativa (P<0.05) en
ninguno de los tratamientos, lo que podria significar que todos los suplementos de
macromoléculas actian de manera similar y benéfica en cualquiera de los casos en las
etapas posteriores a la fecundacion.
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VI. CONCLUSIONES

La tasa de Maduracion In vitro de ovocitos procedentes de ovarios de vacas
sacrificadas en el centro de sacrificio no tuvo una diferencia estadisticamente
significativa entre los 3 tratamientos utilizados, sefialando que el mayor porcentaje
se obtuvo en los grupos pertenecientes a los suplementos de macromoléculas PVP
y PVA.

En la tasa de division post fecundacion, y desarrollo embrionario no se obtuvo

diferencia significativa.

59



VIl. RECOMENDACIONES

Utilizar el suplemento de macromolécula PVA en medio de maduracion ya que ha
demostrado tener buenos efectos en la maduracion, fecundacion y cultivo In vitro de

ovocitos bovinos para contribuir al proceso de la mejora genética.
Realizar trabajos de investigacion similares para corroborar los efectos de los

suplementos de macromoléculas sobre la tasa de maduracién In vitro, division y

desarrollo embrionario posterior a la fecundacion In vitro.
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IX. APENDICE

APENDICE 1. Composicion del medio TCM199

Componente
M-199 0.99 gr.
NaHCO, 0.22 gr.
Agua Milli Q (ultra pura)
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APENDICE 2. Composicion del M-199 Cell Culture Tested

Components g/L Components g/L
Calcium-Chloride Anhydrous 0.2 Choline chloride 0.0005
Ferric Nitrate 9 H,O 0.00072 Folic acid 0.00001
Magnesium sulfate 0.09767 Menadione 0.000016
Potassium Chloride 04 Myo- Inositol 0.00005
Sodium Acetate 0.05 Niacinamide 0.000025
Sodium Phosphate Monobasic | 0.122 Nicotinic acid 0.000025
L-Alanine 0.025 p-Aminobenzoic acid 0.00005
L-Arginine HCI 0.07 D-Pantothenic acid 0.00001
L-Aspartic Acid 0.03 Pyridoxal HCI 0.000025
L-Cysteine HCI H,0 0.00011 Pyridoxine HCI 0.000025
L-Cystine 2HCI 0.026 Retinol acetate 0.00014
L-Glutamic Acid 0.0668 Rivoflavin 0.00001
L-Glutamine 0.1 (+)-Tocopherol Phosphate 1 4 5950

2Na
Glycine 0.05 Thiamine HCI 0.00001
L-Histidine HCI H,O 0.02188 Adenine hemisulfate 0.01
Hydroxy-L-Proline 0.01 Adenine 5’- Triphosphate 2Na | 0.001
L-Isoleucine 0.02 ﬁgenos'”e 5 -Monophosphate | 4 355385
L-Leucine 0.06 Cholesterol 0.0002
L-Lysine HCI 0.07 2-Deoxy-ribose 0.0005
L-Methionine 0.015 Glucose 10
L-Phenylalanine 0.025 Glutathione 0.00005
L-Proline 0.04 Guanine HCI 0.0003
L-Serine 0.025 HEPES 5.958
L-Threonine 0.03 Hypoxanthine 0.0003
L-Thyptophan 0.01 Phenol red Na 0.0213
L-Tyrosine 2Na 2H,0 0.05766 Polyoxythylenesorbitan 0.02

monooleate
L-Valine 0.025 Ribose 0.0005
L-Ascorbic Acid Na 0.00005666 | Thymine 0.0003
D-Biotin 0.00001 Uracil 0.0003
Ergocalciferol 0.0001 Xanthine Na 0.000344
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APENDICE 3. Composicion de TL-STOCK

Componente Concentracion (mM)

NacCl 114

KCI 3.2
NaHCO; 25
NaH,PO, 0.34

Acido lactico 10

Rojo fenol

*CacCl,-Stock 2
*MgCl,-Stock 0.5

APENDICE 4. Composicion del GRADIENTE DE PERCOLL 45/90

- Percoll 90; contiene Percoll (SIGMA P1644), PBS (fosfato buffer salino), acido
lactico (SIGMA L4263) y COsHNa (SIGMA S5761).

- Percoll 45; contiene la mezcla de 1ml. de TL-STOCK y 1 ml. de Percoll 90.

APENDICE 5. Composicion de KSOM-STOCK

Componente Concentracion (mM)
NaCl 95
KCI 25
KH,PO,
NaHCO; 25.07
SO4Mg7H,0
Glucosa
Rojo fenol
Acido lactico
*CaCl,-Stock 1.71
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Los equipos utilizados en el presente estudio fueron los siguientes:

- Autoclave, balanza analitica, bafio maria, camara de flujo laminar,
estéreomicroscopio, homogenizador magnético, incubadora de CO2, microscopio,

platina térmica, potenciometro, refrigerador, vortex, tubos falcon, placas petri,
pipetas, etc.

Todos los materiales utilizados fueron esterilizados mediante autoclave o bajo luz UV, para
su lavado se us6 agua bidestilada (Trifarma). Los componentes de los medios de cultivos se
pesaron en balanza analitica de precision. El ajuste del pH de los medios se realizo con un

potenciémetro.
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